Caracterización, regulación y funacionalidad de la expresión de CD69 en la artritis reumatoide by Hernández García, César










Dr. Juan Angel Jover Jover
Prof. Baltasar Orejas González
INFORME DEL DIRECTOR DE LA TESIS
Una vez leído el texto propuesto por el doctorando, considero
que reUne todas las condiciones necesarias en cuanto fondo y forma




El Director de la Tesis









D. RAFAEL ENRTQUEZ DE SALAMANCA LORENTE, CATEDRATICO Y
DEL DEPARTAMENTO DE MEDTCINA DE LA FACULTAD DE
DE LA UNTVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
qI]e i]na vez examinado el Trabajo presentado por 1).
CESAR IIF.RNANI)EZ CAReTA, Likulado: “CARACTERIZACION,
REGUT~ACTON Y FUNCIONALIDAD DE LA EXPRESION DE CD69 EN
LA ARTRITIS REUMATOIDE”, dirigido por el Prof.
Dr.L3aitasar Orejas González y D. Juan Angel Jover
Jover , este Departamento da su conformidad para
que dicho trabajo sea leído y defendido en público








Al Di-. Juan Angel dover, por sti amistad, apoyo y ensenanzas. y en
reconocimiento a que mi trabajo como residente, becario y facultativo
especialista nunca habría podido ser igual sin él.
Al Prof. Baltasar Orejas González. director también de esta tesis, por su
labor desinteresada, pero sobre todo por haberme enseñado a ser médico. No
quiero olvidar tampoco al Prof. Angel Ruiz de Aguiar González. Para ambos
mi más sincera y profunda admiración, y mi agradecimiento también para el
resto cíe miembros del Servicio de Medicina Interna IV del Hospital
Universitario San Carlos. con qtiienes comencé mi camino en la medicina.
A mis amigos y compañeros en el Servicio de Reumatología (tel
Hospital Universitario San Carlos. Al Dix Antonio Bañares Cañizares. tui
amigo. al Dr. Benjamín Fernández Gutiérrez, a la Dra. Paula Ramos Nuñez. a
la Dra. Concha Morado Quiñoá y a la Dra. Paz Collado Ramos. Con todos
ellos he compartido malos y buenos ratos, una gran ilusión. y tina gran
amistad.
A los Dres. José Antonio Serra Rexach y Maite Vidán Astíz.
compañeros en el laboratorio y amigos dentro y ftiera de él.
A los residentes del Servicio de Reumatología del Hospital Unversi tari()
San Carlos, Dres. Godoy Ochoa, Candelas Rodriguez y Blanco Hontiuclo.
por su paciencia conmigo y su ayuda a la hora de reclutar pacientes para este
estu cl io.
A Lola Olmos Gómez y Ana López Benito. así como al resto de personal
del Servicio de Reumatología. por su ayuda logística.
Finalmente, al Dr. Emilio Gómez de la Concha, la Dra. Figueredo y el
resto de miembros del Servicio de Inmunología del Hospital Universitario San
Carlos por haberme acogido desinteresadamente a lo largo del desarrollo cíe
este trabajo.
A Co¡iclia
A Seí;g’io y Ccis’ar




111. OBJETIVOS Y PRESENTACION DEL TRABAJO.
IV. ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA.
IVa. El sistema inmune.
1. Activación de los linfocitos 1.
1.1 Reconocimiento del Ag y otras interacciones.
1 .2 Señales transmembrana.
1.3 Activación genética y síntesis de DNA.
[V.b. Patogenia de la artritis reumatoide.
1. Susceptibilidad al desarrollo de la AR.
2. Agentes exógenos y AR.
3. Inmunoregulación en la AR.
3.1 Papel de los linfocitos T en la AR.
3.2 Análisis fenotípico de los linfocitos T en AR.
3.3 Análisis funcional cíe los linfocitos T de AR.
3.4 Mecanismos cíe migración linfocitaria en AR.
3.5 El papel de otras células en la AR.
3.6 Destrucción articular en la AR.
IV.c. La molécula CD69.
1. Descripción del CD69.
2. Estructura molecular del CD69.
3. Células que expresan CD69.
4. Regulación de la expresión de CDÓ9.
5. Acciones biológicas del CD69.
V. MATERIAL Y METODOS.
1. Pacientes.
2. Preparación de las células.
II1(tiCC )
3. Análisis del fenotipo.
4. Ensayo de mantenimiento del CD69.
fl. Ensayos de proliferacion.
6. Cinética de la expresión de CD25.
7. Producción de IL-2.
8. Análisis estadístico.
VI. RESULTADOS.
1. Expresión de CD69 en el LS.
2. Expresión de otros marcadores celulares en LS y SP.
3. Fenotipo de las células CD69+ presentes en el LS.
1 Regulación de la expresión de CDÓ9 en las células Y de LS.
5. Mecanismo de mantenimiento de la expresión de CD69.
6. Inducción de CD69 en linfocitos 1 de SP.
7. Funcionalidad vía CD69 de los linfocitos 1 de LS.
8. Expresión de CD25 tras estímulo vía CD69.
9. Producción de IL-2 tras estímulo vía CD69.
lO. Proliferación de los linfocitos T de LS CD69+ y CD69-.
II. Proliferación de los linfocitos T de LS ti-as cultivo.
VII. DISCUS ION.
1. Estudio fenotípico.
2. Regulación de la expresión de CD69.






¡\CNI = ¿ud iccLetlR)5 iioiioclútitiles.
UNí = molécula inductora cje activación (=CDÓQY
NR it ti [¡5 ¡ enmaloicie.
B
BSA = úlbunnna bovina senca.
c
[C-j2+]~ = conce ntrac óii cíe cale o ¡níracel u lar.
Cl) = células clenciríticas.
CXIH complejo titavol- de histocotnpatíbíLídacl.
CPA cdl Lilas preseniacloras cte un ticeno.
rpm = cilel] tas por ni nulo.
D
I)AG cliacilelícerol.
l)E = cLesv iación esíñnclar.
E
FR = lictor reumatoide.
H
NIFC = ‘tedio mal de ctitivó.
NIS = nienibraria sniovíal.
N
N—HC = hematíes de carnero tratados con
neuraniínídasa.
NK = natural killer.
P
PUS = sUelo salino tamponz¡clo col] osUdo.
PF = paraiornuulclehido.
I’HA = fi toheníací ul n ¡ña.
PKC = prole ína—k ¡lasa C -
PLA, = loslolipasa A.
¡>11: = (ostol pasa U.
PNIA = lorbol nl irislLitt> acetato.
R
RuT = receptor cíe antígeno cíe la célula T
— inlerIcuquina~2 eco¡ííhitíante.
s
Si> san ere peri crica-
STF = sc¡e¡o cíe tertiera fetal -
¡—3i1]TIR — titííidítía ttitiada.
¡
T
= iLIctor cíe necrosis tititioral.
IFNI = ¡¡itensiclací de fluorescencia tueclia.
¡ ¡‘Ny = ¡níerferón gamma.
lgS = inmunoglohulina cíe superficie.
¡ L iuterleuquina.
1 [-2 i nterleucíui nl-’
1 L— ‘14 — receplor cíe u terleucí u i na—2
11>3 iiiosiiol tiitt,sfato.
L
1 ~ES= 1 cupus en teníatoso sí stém ico.
[LS= líniocitos cíe lícítuicio sinovial.
LS = líc~uiclo sitiovial.
[SP = ¡u oci tos cíe sangie periférica.
M
7II. INTRODUCCIÓN
La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crónica qtte
puede afectar cualquier articulación. Sus manifestaciones básicas son el dolor
la ¡ nflamación. la deformación y la 1 imitaci on funcional. La inc idenci a an ital
CS (le tres nuevos casos por cada 10.000 sujetos. con una prevalencia cíe un 1<4
de la población <1)~ Es una enfermedad con extensión universal, que afecta
más frecuentemente a la población feti~enina (con una incidencia 3:1). Hasta
el momento no se dispone (le un tratamiento efectivo por lo que. a pesar cíe los
esfuerzos encaminados a desarrollar nuevas terapias. la enfermedad sigue t¡n
curso variable que finalmente determina la destrucción articular
El impacto global que la enfermedad tiene sobre la salud de tin paciente
individual puede medirse en cinco dimensiones. Por un lado los pacientes con
AR sufren de incapacidad progresiva que aumenta de un modo prácticamente
indefectible desde e] comienzo de la misma. Esta incapacidad se acompaña de
una grado variable de dolor y¡o molestia, y en ocasiones de muerte prematura.
El uso de medicaciones agresivas hace cíue el námero cíe complicaciones
vatrogénicas sea también alto. Y pa’- ultimo, pero no menos importante. la
cronicidací cíe la AR tiene un impacto económico y social sobre la vida del
paciente difícil de cuantificar pero inexorable en el curso natural de la
enfermedad (2\ Se ha valorado cíne el coste global de la enfermedad para cada
paciente individual y la sociedad es tan alto dOfliO el que suponen la
enfermedad cerebrovascular o la enfermedad coronaria
No se conoce con seguridad cuál es la etiología de la AR y los
mecanismos que están implicados en su patogenta. Ello a resar cíe que los
trabajos de investigación sobre la etiopatogenia de esta enfermedad son
abunclantísimos en la literatura médica. Parece claro que una dísregulación del
sistema inmune juega un papel primordial en el desarrollo de la enlermedad.
Exisic una predisposición genética a padecerla que viene ciada por
determinados alelos cíe las moléculas clase II del complejo mayor de
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histocompatibilidad. en concreto DR4 y DRI. La sccuencia que determina
esta susceptibilidad se sitúa en la 3~ región hipervariable del gen DRB 1 ‘~ es
compartida por algunos subtipos de DR4 y DR 1 - Sobre esta predisposicion
genética actuaría hipotéticamente un agente exógeno (posiblemente víral o
bacteriano), provocando una disregulación del sistema inmune que finalmente
determinaría la afectación articular. De hecho la mayoría cíe los nuevos
tratamientos que se vienen experimentandio van dlirigidos (le uno u otro ¡nodo
a corregir en la medida cíe lo posible este mal funcionamiento del sistema
tnmune. Sin embargo el descubrimiento cíe un tratamiento ideal, va sea en las
primeras fases del desarrollo de una AR com~~ en la fase cíe cronicicíadj. es
difícil por vartos motivos. En primer lugar se desconoce el papel relativo cíne
cada una cíe las células del sistema inmune juega en la enfermedad. Por otto
lacio el número de moléculas que regulan el funcionamiento cíe estas células es
muy amplio y se ignora cual es la actuación de cada una de ellas en el caso
conc¡-eto (le la AR. Por lo tanto, el conocimiento de los mecanismos que
finalmente llevan a la destrucción articular en esta enfermedad no es sólo rin
implicaciones en el tratamiento.
ejercicio teórico sino cíue puede tener grandes
La AR se caracteriza por la presencia en el tejido y líquido sinovial (LS)
de un prominente infiltrado cíe cé it las mononucleares compuesto
principalmente de linfocitos T activados. Las células T cíe la membrana y el
LS e xpresan cíe forma constante cli lerentes antíge nos de act i yacíoh y
diferenciación como HLA-DR. CD45RO y varias integrinas j3~ (VLA-l.
VLA—4) y ~ (LFA— 1). Sin embargo otros antígenos de activación como el
receptor de ínterleucíuína—2 <1L—2R~) d) el receptor de transíerrina (CD??) se
expresan en porcentaje e intensidad menores que las que cabría esperar en
células T activadas. Los estudios cíe funcionalidad han demostrado ademas
una baja producción de citodluinas derivadas dic células T como IL-’ o
¡ nterferón—y ([FN—y) y una tasa de proliferacion disminuida en respuesta a
varios mitógenos y antígenos. Todas estas discrepancias han promovido rin
debate sobre la verdadera importancia de las células T en la iniciación y el
¡ti t 0(1 LIce otí
mantenimiento de la enfermedad (3,4),
La reciente observación de que los linfocitos T cíe membrana y LS cíe AR
expresan en una alta proporción CD69 ha contribuido a perfilar un estado cíe
activacion poco frecuente en estas células. Este estado cíe activación. de alguna
lot-ma ~~araclójico.se caractetiza por una alta expresión cíe antísienos cíe activacion
inmediatos (CD69) y tardíos (HLA-DR. CD45RO) pero una exptesíón normal de
otros antígenos de activación intermedios (CD25. CD7 1).
CD69 es una molécula perteneciente a la superfamilia de las lectinas
animales tipo-C. Es el antígeno inducible que más temprano aparece tras la
activación cíe los linfocitos T con una amplia variedad cte estímulos. La regulación
de la expresión de CD69 es especialmente interesante. CD69 no se cietecta en
linfocitos T cíe sangre periférica (SP) en reposo y aparece tan sólo 30-60 minutos
después de su estimulo. El pico de expresión se alcanza a las 24 horas y entonces
va clesapaíeciendo gradualmente hasta que aproximadamente a las 74 horas va no
es detectable en la superficie celular. La regulación a nivel genético es aun mas
¡ipida y. como ocurre con otros genes consideíados inmediatos, el gen del CD69
tiene una rápida y Iransitoria expresión dlue se sigue cíe una clegraclacton
prácticamente instantánea a nivel del ARNm. Una vez que CD69 es expresado en
respuesta a dosis submitogénicas de ésteres cíe forbol - los antíc uerpos
monoclonales (AcM) dirigidos contra la molécula son capaces de desencadenar la
proliferación celular No se conoce el ligando fisiológico de CD69.
El hecho de que las células T presentes en la sinovial de pacientes co¡i AR
hiperexpresen CD69. junto con su regulación característica en comparación con
otí-os antígenos cíe activación, proporciona una nueva forma cíe aho¡clar el problema
cíe la activación y función de las células T en la AR cíue puede facilitar un inavor
conocimiento de la patogenia de la enfermedad.
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[II. PRESENTACIÓN DEL TRABXJO Y OBJETIVOS
Con el fin de profundizar en el conocimiento cíe la patogenia cíe la
artr¡tis retímatoicie y. en particular. en el estado de activación linfocitaria T en
el lícluido sinovial y sangre periférica cte estos pacientes. hemos analizado la
expresion. regttlacion y funcionalidad de un marcador cte actívacion precoz
conio es CD69 en las células T de pacientes con artritis reumatoide.
Los objetivos concretos del trabajo fueron los siguientes:
1. Definir el fenotipo de las células T cíe lídluido sinovial que expresan CD69.
2. Estuchar los mecanismos que regulati su alta expresión en las células T de
líquido sinovial en esta enfermedad.
3. Analizar la funcionalidladí cíe esta vía cíe activacion celular en la artritis
rettmatoide.
Para ello vamos a presentar en una primera parte una revisión amplia y
guientes:actual izada del problema que incluye los apartados si (a) el sistema
inmune. (b) etiopatogenia cíe la AR y (0 la molecula CD6Q.
En la segunda parte. que constituye la exposición del trabajo cíe tesis
propiamente dicho. se describe la metodolosila c¡tílizacla, los resu Itaclos
obtenidos y la discusión cíe los mismos. Por ultimo se presentan las
concitísiones del trabajo.
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IV. ANTECEDEWI’ES YESTADO ACTUAL DEL TEMA
La función primaria del sistema inmune es la eliminación cíe moléculas
extrañas y de los organismos vivos cíue las poseen. Este. funcionamiento se
astenta sobre cuatro pilares fundamentales cíue son: (a) la especi ficiclad de
respuesta frente a un extenso número cíe antígenos (A~): (b) la capacidladí cíe
prolm)Yer tina respuesta frente a un determinado A g dura nte el pr¡nier
encuentro con él; (c) la capacidad de memoria, de tal modIo c~t¡e después de un
primer encuentro con un Ag es capaz cíe iniciar una respuesta rápida y
vigorosa durante un segundo encuentro con el mismo: y (cl) la capacidad cíe
discernir entre lo propio y lo extraño. Para cumplir esta última característica,
el sistema inmune ha desarrollado lo que se conoce como mecanismos de
tolerancia díue hacen cíue no responcla frente a autoantí¶=enos.Puesto ci tic cada
linfocito está preparado para reconocer un Ag determinado. todio lo cíue es
necesario íxíra producir tolerancia frente a los autoantígenos es anular
funcionalmente aquellas células capaces de responder potencial mente frente a
los componentes normales del propio organismo.
En algunos casos en los cíue se rompen los mecanismos de auto—
tolerancia inmunologica se producen las llamadas enfermedades autoinmunes.
El espectro de estas enfermedades es muy amplio y abarca desde acjuellas c~ue
se manifiestan como órgano—específicas (es decir. la respuesta inmune
anormal va dirigida contra un órgano específico del cuerpo) hasta las no
organo-especificas (en las que la producción de atítoanticuerpos ~‘ las lesiones
destructivas se distribuyen por varios órganos). En el extremo cíe la no
ó rga n o - especificidad se agrupan la mayor parte cíe las en lermedacles
-cumatológicas. Aún dentro cíe ellas existe gran varíabilidladí y superposí ci o n
en cuanto a sus manifestaciones clínicas y su relativa organo-especificidad.
Así. el paradigma de enfermedad no órgano-específica es el lupus eritematoso
sistémico (LES), en el cual las lesiones aparecen ampliamente diseminadas.
Por el contrario, la AR es tina enfermedad en la dítie. acm pudiiendlo afectar en
un determinado número cte enfermos gran variedad de órganos del cuerpo. se
caracteriza fundamentalmente por la existencia cíe inflamación articular cíe
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(células tipo macrófago, con marcadores es superficie como moléculas clase II
y receptores para Fe) como tipo B (células cíe tipo tibroblástico secretoras, con
un retículo endoplásmico rugoso prominente y gran número de ribosomas).
proliferación de fibroblastos y formación de nuevos vasos. Existe también de
forma característica un acúmulo de linfocitos, células plasmáticas y células de
estirpe macrofágica. Las primeras tienden a formar verdaderos folículos
linfoides y en su mayoría son células T con fenotipo CD4 y marcadores de
activación, aunque también hay células T CDS+ y células B ~ El elemento
con mayor capacidad destructiva para la articulación es el pannus. un tejido de
granulación compuesto por fibroblastos, gran número de nuevos vasos y
diferentes células inflamatorias. La gran hiperpíasia celular de este tejido y su
comportamiento invasivo forman parte de las característicás que hacen de la
AR una enfermedad con gran potencial destructivo a nivel local.
A continuación se revisarán algunos aspectos fundamentales del
luncionamiento normal del sistema inmune, el estado actual de los
conocimientos acerca de la patogenia de la AR. y finalmente el interés que la
molécula de activación CD69 tiene en el estudio de la AR y otras
enfermedades autoinmune.
IV. a. El sistema inmune
De todas las células que forman parte del sistema inmune solamente dos
tienen receptores para Ag en su superficie y juegan por tanto un papel esencial
en la especificidad de la respuesta inmunológica. Son los linfocitos B
(derivados de la médula ósea) y los linfocitos T (derivados del timo). Ambas
células se comportan de modo muy distinto: tienen diferentes receptores
específicos de Ag en su superficie, reconocen Ag de distinta naturaleza por
mecanismos también diferentes, y, por último, sus respuestas a tales Ag son
también características y propias.
Existen diferentes tipos de células T que tienen también una diversidad
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cíe ¡unciones. De un modo amplio se pueden reconocer dos tipos cíe linlocitos
T. Por un lacio adluellos que colaboran con las ceiLilas 8 y
macrofagos/monocítos ayudándoles a desarrollar scts fttnciones cíue son
conocidos como linfocitos T “cooperadores”. y p~ otro aquellos cítie tienen
‘unciones específicas cíe lisis cíe células infectadas por virus it otros pategenos
intracelulares conocidos como linfocitos T ‘cítotóxícos. Todas las células T
Iii acicíras se reconocen porcj nc presentan una serie cíe marcaclore 5 cíe
diferenciación en su superficie. Entre ellos destaca el receptor cíe Ag cíe la
célula T (RcT) ~<. La gran mayoría cíe células T cíe SP (>90%) expresan un
receptor formado por las cadenas ~ y ~ (RcT—uJ3). pero una minoría <<10<4)
expresan un receptor formado por dos cadenas distintas denominadas y y ¿5
(RcT-ya). Todas las células T expresan además las molécíilaÁ CD3. CD?. CD5
y CD7. Sin embargo las moléculas CD4 y CDS definen recíprocamente
diferentes subtipos funcionales de células T <~. Aciuclías con RcT~cL13/CD4±
son en stí mayoría células “cooperadoras”, mientras cute aquellas con RcT-
u.f3/CDS + son en su mayor Parte células “ci lotóxicas’. Por otro lado las
células con RcT—’y§ suelen ser bien CD8±o CD4/CDW. y están involucradas
mayoritariamente en fenómenos cíe citotoxiciclací. La expresicn cíe la isoforma
cíe bajo pe~ molecular del CD45 (CD45RO) delimita también un subgrupo
cíe células dentro de Ja población CD4±conocidas como céictías ‘memoria
v~ cuanto se scípone que serian células cine ya han tenido un primer encuentro
con el Ag para el que son específicas. De forma alternativa, las células CD4±
que expresan la isoforma del CD45 cíe alto ~C5O molecular < C.D45RA son
conocidas como células “vírgenes” < <Y
1. Activación de los linfocitos T.
La activación de la célula T comprende una serie dc eventos que
comienzan con cl reconocimiento del Ag para el que es específica. la
transmisión cíe tina serie de señales a través cíe la mcmbrana celular. Y VR
último la activación y transcripción cíe una serie cíe genes (lite finalmente
determinan la entrada cíe la célula en ciclo celular y su prol ferac ic$n. Dcíraníe
este proceso se produce la activación secuencial de más de 70 genes q uese
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tracítícen en la regulación (ya sea activación o represión) del mismo numero
cíe moleculas en la célula. Todo ello cía idea cíe la compleííclacl tiobal de tan
sistema que• finali~ente es responsable del desarrollo cíe funciones tan
importantes como la citotoxicidad. la ayuda a células B para la pmclncc~~n cíe
anticuerpos o el control cíe la activación cíe monocitos y macrófagos.
1.1 Reconocimiento del antígeno y otras interacciones.
Los linfocitos T reconocen el Ag en la superficie de células
presentadoras de Ag especializadas (CPA) a través de su receptor específico
en el contexto cíe moléculas del complejo mayor cíe. histocompatihí 1 icladí
(CMH) clase 1 o clase U. El RcT es un heterodímero en el cual la porcíen que
liga el Ag es única para cada clon de células T. Ambas cadenas pertenecen a
la superfamilia de las inmunoglobulinas. tienen una única region
transmembrana y una corta cola intracitoplásmica. El RcT está siempre ligado
covalentemente con el complejo CD3. cina serie de cadenas polipeptídicas que
se expresan invariablemente en todas las células T. Mientras el RcT reconoce
el Ag. es el complejo CD3 el encargado de transmitir la señal de activación a
través cíe la membrana. En condiciones experimentales es posible obtener una
activación cíe las células T mediante el taSO cíe AcM dirigidos contra el
complejo CD3. y esta activación es óptima cuando existe tín entrecruzainienbo
cíe los AcM por scts porciones Fc por otras células (lo que se consigue con la
presencia cíe monocitos en el cultivo) o mediante la adhesión cíe estos AcM a
plástico o macromoléctílas. El lo facilita una activación pol iclonal no ant í~e no—
específica de los linfocitos T Iii),
El encuentro con el Ag especifico es cina condición necesaria pero no
suliciente para la activación cíe la célula T. Este debe ser presentado unido a
moléculas del CMH adecuadas en la superficie de las CPA. Un mayor grado
de restricción viene dado por el hecho cíe cine las células T CD4+ reconocen
Ag en el contexto de moléculas clase II. mientras cíue las células T CDÑ+ lo
hacen en el contexto de moléculas clase 1. De hecho. existe una ínteracci~n
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‘isica directa entre las moléculas CD4 y CDS y las regiones no polimórficas
de los dominios a3 cíe sus respectivas moléculas clase II y clase 1. Este hecho
tiene importantes implicaciones en el mecanismo cíe transmisión cíe la señal al
nterior cíe la célula. ya cície asocia por proximidad una proteina—tirosí na—
kinasa específica (p56lck) ligada a CD4 ó CDS con el complejo CD3. Hay chíe
resaltar sin embargo. que la transmisión de señales al interior cte la célula vía
CD4 ó CDS (y por lo tanto vía p56!ck) puede ocurrir sin necesidad cte
encontrarse asociados al complejo CD3
Aunque la formación del complejo trimolecular (RcT—Ag-CMH) es crítica
en el inicio del proceso de activación celular, es necesaria la interacción de otras
moléculas presentes en la superficie de la célula 1 con sus ligandos específicos
en las CPA para cine la activación sea completa y efectiva: son las llamadas
señales coestimulatorias (12) De hecho. la interacción del complejo RcT/CD3
con un Ag en el contexto apropiado de moléculas del CMH pero en ausencia cte
estas señales coestímulatorias clesencadena un estado cíe anergía antígeno-
específica durante un tiempo o incluso la delección clonal cíe los linfocitos con
ese determinado RcT. De ello se deduce que la señal dada por la activación del
complejo RcT/CD3 en los casos en los que no va acompanacla cíe otro tipo de
se~ale5 es capaz cíe transmitir un mensaje negativo al interior que í’esttlta en este
estadio cíe incapacidad para proliferar en respuesta a los estimtíios. En base a
esto, se ha clesarrol lacIo ti u modelo cíe activación Ii n foc i baria mecí i a n te dos
señales (figura IV. 2).
De todas las moléculas conocidas hasta este momento, la vía cíe
coestimulacion CD2S/BY es la más importante y la más estuchada. CD2S es
una glieoproteina homodimérica compuesta por dos subuniclacles cíe 44 kD
un idas por puentes di sul ftíro. Pertenece a la superfami í i a cíe las
inmunoglobulinas (13) La mayoría cíe las células CD4t expres’in CD’S en su
superficie. mientras sólo la mitad de las CDS+ lo hacen. También lo expresan
la mayoría cíe los linfocitos T con RcT—ya. Se han identificado varios Ii ganclos
naturales de CD2S que son llamados B7-l (CDSO). B7-’ (CDS6> y B7-3. La
molécula BJ- 1 no se expresa cte forma constitutiva en CPA (a excepcióíi cíe
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las células clendríticas). pero aparece en células B tras su activacion mecliatite
el entrecruzamiento con Ac cíe las inmunoglobulinas de superficie o cíe las
noléculas clase ~ (14.5), en macrófagos tras la acúvación con [FN<y 15
también en linfocitos T activados. B7-2 se expresa en niveles muy bajos en
céltílas B en reposo y se regula rápidamente al alza tras su activación, con una
cinética que difiere substancialmente de la de B7-l.
El efecto funcional de la estimulación con AcM anti-CD2S en células 1
humanas es similar a las funciones coestimulatorias que lorok’een las células
accesorias. En otras palabras, AcM dirigidos contra la molécula CDS
sí nergtzan con una amplia variedad cíe estímulos subóptimos como AcNI ami—
RcT/CD3. anti—CD2. lectinas o ésteres cíe I’orbol. y proporcionan una optíma
producción cíe citoquinas por parte cíe las células 1 así como su entrada en
ciclo y prolíferacion (14.16-1 ~) . .Jnnto con esto, la estimulación vía CD2S con
AcM es capaz de prevenir la inducción de anergia en clones celulares T Ag-
específicos cuando son estimulados con Ag y CPA fijadas ( l9}. Como se
comentará más adelante, el estimulo a través cíe CD28 clesencadena una serie
cíe fenómenos intracelulares que son distintos a los desencadenados por la
activación vía RcT¡CD3 y que sinergizan con ellos para obtener una óptima y
completa funcionalidad en la célttla T. Se ha descrito también la existencia cíe
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lx’mnphocvrc-assoc¡ated antigen) de una gran homología con CD2S que es
capaz cíe ligar con gran avidez B7— 1 y sobre todo 137—’ Sin embarco. y
diferencia de CD2S. CTLA-4 no se expresa constitutivamente en células 1
apareciendo solamente tras su activación.
Además cíe CD2S/B7 y CTLA-4/B7 pueden existir otras moléculas
coestimulatorias. Se ha descrito un antígeno estable al calor. reconocido en
linfocitos T murinos por el AcM JI 1 cl que tiene también propiedades
coestimulatoría. Las CPA expresan en su superficie otras moléculas <figura
IV.3) que ligan receptores en la superficie cíe la célula 1 participando en ¡a
adhesión cíe ambos tipos celulares durante su activación. La mayoría de estas
moléculas no sólo participan en mecanismos cíe acíhesion mas o menos
inespecíttcos sino que también son capaces cíe generar señales de activación al
interior cíe la céltíla ~ (ti) Es probable por lo tanto qcíe las células T reciban
múltiples señales cíe activación provenientes cíe el acoplamiento cíe todas estas
moléculas con sus ligandos específicos en la CPA y cíue la suma de todas estas
señales (con mayor o menor jerarquía) sea la cíue determine finalmente el
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estado funcional de la célula T.
1.2 Señales transmembrana.
Una vez que se produce el reconocimiento antigénico y las interacciones
celulares comentadas más arriba, la señal activadora debe traslaclarse al
interior cíe la célula. En este paso juegan un papel fundamental la fosforilación
y clefosforilación cíe tina serie de proteínas ( Ii~ura IV.4). El primer hecho
biocíuímico que se produce tras la interacción del Ag—CMH con el complejo
RcT/CD3. antes incluso de la activación de la losfolipasa C (PLC). es la
fosforilación cíe una serie cíe proteínas en sus residuos cíe tii’osina a través de
cli ferentes tirosina—kinasas (~<)), Como se ha rc’.fericlo anteriormente, las
moléculas CD4 y CD8 tienen asociadas en sus porciones intracitoplásmicas
una tirosina—kinasa denominada p56lck. Como resultado cte la asociacion física
entre CD4 ó CDS y el complejo RcT/CD3 que se produce tras la activación, la
p561ck queda en proximidad a las proteínas que forman parte del complejo
CD3, y en concreto cíe la subunidad díue es su stístrato 21} Otra tirosina—
kinasa. la p591Yn, está directamente asociada con el Reí. A stí vez estas
Iírosína—kinasas se encuentran fosforilaclas en varios cíe sus residuos Y es
lirecisamente la clefosforilación en estos sitios la que inicia la activación cíe la
1956ck. CD4S media este proceso de defosforilación a través cíe la actividad
tirosina—fosfatasa cíe su fragmento intracitoplásmico ~ CD45 se encuentra
físicamente asociado al complejo CD3.. De este modo la interacción del
complejo RcT/CD3 con el Ag acerca las moléculas CD4 y CDS a la
proxi miclací con lo cítíe la ~ 6lck es clefosfori lacIa por acción cíe la cola
intracitoplásmica de CD45.
La fosforilación de los residuos cíe tirosina cíe la PLC clesencaclena luego
otra serie de procesos bioquímicos en la activación celular ~ ~. Esta PLC
presente en la membrana celular hidroliza el fosfatidilinositol—4,5—clifosfato.
uno cíe los fosfolipidos de la membrana. produciendo por una parte inositol
trifosfato (IP3) y por otra cliacilglicerol (DAGY El IP5 por su parte moxiliza
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los depósitos celulares cíe calcio ([Ca2~j) contribuyendo al aumento cíe la
concentracion de calcio intracelular ( [Ca24
0) característica ciespLiés cíe la
activación vía CD3. El aumento cíe la [Ca
2~IL junto con la acc ion cíe la
caimoclulina induce la activación cíe otra proteína, la calcíneurína. cíue tiene
actividad serina—treonina kinasa. La ciclosporina A forma un complejo con la
cíclolí]ína e inhibe la acción de la calcineurina en este paso. Por otro lacio el
DAG activa la proteína-kinasa C (PKC). otra serina-treonina kinasa que
fosforila este tipo cte residuos en otras proteínas (entre ellas la cadena y del
CD3. CD4. CDS y CDI 8). Aunque en la célula T existen proteínas 6
asociadas a la membrana y ésta es una vía reconocida cíe mediación de señales
¡ransmembrana. no parece que sea una proteína G la responsable cíe acoplar la
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activación del RcT/CD3 con la de la PLC.
La importancia final cíe los mediadores IP3 y DAG dítaedia reflejada en el
hecho cíe que in íitro es necesaria la acción cíe ambos para conseguir una
activacton completa en la célula 1. La acción del IP3 puede ser sustittiícla en cl
laboratorio por el efecto de ionóforos cíe calcio cíue aumenta la [Cae K.
mientras que la del DAG se puede sustitttir por ésteres cíe forbol que activan
directamente la PKC. Una combinación cíe ambas es necesaria para utia
adecuada activación. mientras que ninguna de ellas por separado es capaz cíe
activar el’eetivamente a la célula (It)
Muchas cíe las moléculas que participan en las interacciones entre
células T y CPA transmiten igualmente señales transmembrana cíe activacton
y cooperan con las señales recibidas vía CD3 a cíue la activación sea compieta
y luncionalmente adecuada. La mayoría cíe ellas comparten parte cíe las vías
cíe transmisión intracelulares con el complejo RcT/CD3 (aut1íento cte [Ca~l~<
cascada del fosfatidil inositol y actividad tirosina—kinasa). pero a diferencia cíe
la vía del CD3 no activan, o lo hacen margtnalmente. la PKC. Por este motivo
la mayoría redluieren coestímttlos por esta vía para hacer prolilerar a la célula.
Entre estas moléculas se encuentra CD69 qtíe será comentada en mayor
detalle más adelante.
Una excepción importante es la transmisión de la señal vía CD2S. A
diferencia de muchas cíe las moléculas comentadas anteriormente, para la
transmisión cíe la señal al interior de la célula a través cíe CD?8 no es
necesarta la coexpresión de CD3. y el aumento de IL-? resultante es resístetíte
en parte a la inhibición con ciclosporina A. Este último hecho, junto con la
observación de díue el estímulo a través cíe CD28 no aumenta de forma
substancial la [Ca
2~1¡cindican claramente que se trata cíe un mecanismo
diferente al de CD3. Además. la activación vía CD?S sinergiza con estímulos
mediados a través de activadores de la PKC y/o ionoforos de calcio. No se
conocen en detalle los segundos mensajeros que fornían parte de este
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mecantsmo pero la interacción cte CD2S con su ligando natural ¡ ncluce la
loslorilacion cíe residuos cíe tirosina en proteínas específicas cíe esta vta.
1.3 Activación genética y síntesis de DNA.
La consecuencia final cíe todos los procesos referidos más arí’iba es la
activación ordenada y secuencial cte una serie cíe genes en el núcleo cíe la
célula T. La dttración cíe tocía esta serie cíe eventos es variable, pero
¿tproxiínadamente pasan entre 7 y lO chas desde cítie tina célula 1 recibe Li
primera señal hasta que completa su proceso de división. A lo largo cíe este
tiempo se produce la activación y represion cíe numerosos gel~es cícte por su
orden cíe aparici~n pueden ser calificados como inmediatos, precoces y
tardíos. Los genes inmediatos no requieren síntesis de proteínas, mientras los
precoces y tardíos si. Los genes inmediatos y precoces se expresan antes de la
división celular mientras los tardíos lo hacen sólo después cíe la mitosis. ¡-lay
c¡ue resaltar sin embargo que la activación de la célula T no es tín fenómeno
todo o nacía, es decir. actívacion y expresión cíe marcadores en superficie no
¡mplica necesariamente que la célula 1 entre en ciclo celular y prolifere
clonalmente. El resttltaclo final (entrada en ciclo celular o no) dlepeticlerá del
conjunto cíe señales recibidas por la célula 1 a través cíe sus múltiples
moléculas en superficie. Cuando el conjunto cíe señales recibidas es apropiado
se 19rodlucirá la activación completa y la proliferacion. Sin embargo es posible
clisti nguir umbrales de activación en los cíue las células son capaces de
expresar en superficie ciertas moléculas cíe activación pero no sotí capaces cíe
adquirir el “compromiso” cíe entrar en ciclo y cliviclirse. En el linfocito T este
Ixtísto cíe “compromiso” a entrar en ciclo celular viene determinado por la
activación del gen cte la IL 2 (‘5), Esto ecítaivale a decir cute cuando la siltila cíe
señales recibidas a través de diversas moléculas es apropiada se procítíce la
activación completa de los genes de IL—2 e IL—
9R y la cé luía prolifera
clonalmente. En el caso de señales subóptimas esto no ocurre pero sin
embargo la célula puede expresar en su superficie los productos de genes mas
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precoces que el de la IL-?.
La ‘‘1 lave’’ por tanto cíe la prol i ferac i ón ccl u ¡ ar en el linfocito T e stá en la
activacion y expresión del gen cíe la IL—?. La región “cebadora” de este gen se
Isa esttícliacio exhaustívaínente y se ha observado cine contiene al menos cuatro
tegiones críticas susceptibles de ser reguladas por la activación vía RcT/CDS.
A cada una cíe estas cuatro regtones (fragmentos cíe ADN) se unen pioteitias
activadas en el citoplasma como consecuencia de la acción cíe los segundos
mensajeros. Estas proteínas que se ligan al ADN y son capaces cíe modificar
su estado cíe activación se denominan factores de transcripción. La mas
proxima] de estas regiones se clenomina ARRE— 1 (Amigen Receptor Response
Elemnein) y a ella se une el factor cíe transcripción NFIL-?A. Una segunda
región cíe respuesta al RcT es la ARRE-? a la que se une la proteína NFAT- 1
(Nuclear Factor o/A ¿‘ti rate¿I T Ce/ls).
La resptíesta a los ésteres cíe forbol está conferida por la existencia cíe utí
sitio cíe unión a la proteína AP— 1 en esta región “echadora” del gen cíe la IL—?.
Esta proteína esta formada por la unión cíe los productos cíe los proto—
&>ncogenes ¿‘—¡os y c’—¡umn. Otra proteína dlue se une a este gen y es inducible
mediante ésteres,. cíe lorbol es NE—=B.Por último. la activacion cíe la célula 1
vía CD2S en presencia cíe ésteres cíe lorbol resulta en la activación cíe tina
proteína II amada CD? 8 RC ( CD28 Respom¡sii ‘e Comp/ex> cí Líe SC tilIC a ti i~a
región especifica del ADN reconocida como CD?8RE (CD2’=Respommsmí’e
Elemnent). aumentando la actividad de la region cebaclora y por tanto la tasa cíe
transcripción del gen de la [U? (Figura IV.5).
Como ya ha siclo mencionado anteriormente la producción cíe ¡
constituye. un paso critico en la progresión cíe la célula T hasta la mitosis 24
[U-? se une a su receptor específico cíe alta afinidad IL—2R pero esta molécula
no se expresa en células 1 no activadas. El IL-~R se compone cíe tres cadenas
polipeptídicas. una cadena cíe baja afinidad cíe 55 kD llamada u <taisibién
denominada Tac o CD25). una cadena cíe afi niclad intermeclia cíe 70 lxi D
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llamada 9. y una cadena ‘y c~ue íi.or si sola es incapaz cíe ligar IL—” pero cjue en
unión a las otras dos cadenas atímenta mucho la afinidad por la molécula <¾),
La unión cíe estas cadenas forma por tanto la estructura terciaria con tina alta
a li niclací para la 1 L—?. La tinión cíe 1 L—? con 1 L— ?R cía lii gar a la fos Ion 1 ac i oíl
cíe una serie cíe proteínas en sus resicítios cíe tirosina ‘t, La suhuniciací §0 j3)
es suficiente para transmitir la señal y constituye por si misma un substrato
para la fosforilación cíe residuos cíe tirosina. Ninguna cte las subuniclades que
componen IL-?R tienen una actividad tirosina—Linasa intrínseca, pero el
complejo IL-?R se asocia con una actividad pS6Ick similar a la que desarrolla
(Y luía prc’sentadortt de
¿uit ígCii(5
NEAT-l NE-kB AP-i CO2SRC NFIL-2A [-2
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la asociada a CD4 y CDS.
IV. b. Patogenia de la artritis reumatoide.
Existe un amplio consenso en cuanto a cíue la ¡NR es el restíltaclo cíe la
acc ion en concierto de varios factores herecí i tan os \‘ no he red i tan os
ambientales) que producen finalmente una profunda alteración en la
regulación del sistema inmune. Existen muchas hipótesis sobre los lictores
ambientales y epidemiológicos que podrían jugar un papel en el desarrollo cíe
la enfermedad. Pero a pesar de ser hipótesis plausibles biológicamente. todas
ellas sin excepción permanecen sin verificar. A continuación se i’evisan los
actores genéticos y no genéticos implicados en la etiopatogenia cíe la ¡NR. así
como los aspectos más relevantes cíe la clisregulación del sistema ínmtíne y los
mecanismos cíe producción cíe daño articular.
1. Susceptibilidad al desarrollo de la AR.
Gran parte cíe los trabajos publicados en los últimos dluince anos se han
centrado en el estttdio de las bases inmunogenéti cas cjcie corilíeren la
stísceptibiliciacl individual para la enfermedad: en esliecial. en ‘elación con los
locus HLA—D cíue controlan la expresión cíe algunos cíe los determinantes cíe
clase II del CMH <~<>~~ La mayoría de estos trabajos se basan en la hipótesis cíe
dítie un determinado Ag (desconocido y probablemente no único) presentado a
las células T en el contexto de estas moléculas clase II cíue conferirían cierta
susceptibilidad a padecer la enfermedad, los activaría desencadenando todo el
proceso (27)
Las moléculas clase II son heteroclímeros formados por dos cadenas
llamadas u y 9. díue se expresan en la superficie cíe las CPA r c~ue estan
codificadas por genes que se encuentran en el brazo corto dcl cromosoma 6 en
humanos. Dentro de estos genes, hay tres bien caracterizados (DR. DP ‘¡ DQ)
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para los que existen moléculas conocidas que se expresan en la superficie
celular (25)
Hace más cte lO años que se empezó a hablar cíe la asociación cíe estas
moléculas con la ¡NR. concretamente en un trabajo en el cítie se demostraba la
a Ita frec u ene i a cíe 1 tipo Dw4 clefi n ido mcdi ante ctí Itt yo mixto de 1 ¡ n foc i tos
(CML) cii pacientes con ¡NR 29>, En sucesivas publicaciones se asoció el
riesgo relativo a padecer la enfermedad con los genes que codifican la
especificidad serológica DR4. Numerosos estudios han apoyado esta
asociación en sujetos de raza caucasíana (donde este alelo aparece
aproximadamente e¡~ ~in66% de pacientes coí~ ¡NR y un ?6% cíe [ti pobláción
control) <3<)), japoneses (31), y negros alricanos (32> entre otros. pero no se ha
podido hacer lo mismo en otras poblaciones como judíos israelitas árabes
(34) ~ determinadas comunidades indias de los Estados Unidos 1.’)) En algunas
cíe estas poblacicnes en las que la ¡NR lid) se asociaba a DR4 se ha encontrado
una asociacion alternativa con DRí ~, y en otros estudios se ha encontrado
una menor prevalencía del serotipo DR? en la enfermedad (36> sugiriencío que
se trataría tín gen protector
Por tamo no existe un único gen que confiera el riesgo pai~ padece r la
¡NR. o por lo menos no lo existe entre las especificidades cíe HLA clel’iííicias
serologicamente. Sin embargo es posible clelinir diversas subespeci ficiclacles
dentro de ellas mediante CML. Dentro del DR4 estas subespecificidades sc
designan como Dw4, Dxv lO. Dw 13. Dxv 14 y Dw 15 «~. De ellas solamente 2
(Dw4 y Dxv 14) muestran una asociación positiva con la ¡NR en sujetos cíe raza
caucasíana otra (Dw 15) se asocia con ¡NR en sujetos japoneses. mientras
las otras dos mcíestran una asociación neutra o negatíva con la enfermedad
<Dw 13 y Dw lO respectivamelite). Curiosamente. Dxv 10 es la subespecificicíacl
más frecuente cje DR4 encontrada entre los judíos israelitas. en los que tío se
encontraba asociación entre ¡NR y DR4.
E ti subsiguientes trabajos se han definido las bases moleculares para esta
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asocíacion más claramente y se han agrupado bajo la hipótesis del “epítopo
compartido’ <3~~)~ Basándose en la secuenciación del ¡NDN (leí gen que
cocii fica las moléculas clase II ha siclo pasible obtener las cli ferentes
secuencias cíe aminoácidos de las cadenas u. y 9 cíe las distintas moléculas
FILA. Según la hipótesis. diferencias estructurales definidas por la cli ferente
disposición cíe los aminoácidos en la 33 region hi pervariable cíe la cadena
loccís HLA—DRB 1) estarían influenciando la interacción enti’e la CP1\. el ¡Ng
y el Reí, Los genes que codifican las mo]éculas DR y DQ se encuentran mttv
cerca por lo que habitualmente se transmiten en biodíue. lo díue se cletioniína
un desequilibrio cje unión. De esta forma la especificidad serológíca DR4
(codificado por el locus DRB 1) se acompaña habitualmente de DRw53
(codificado por DRB3) y DQw3 (codificado por DQBi y DQ¡N 1>. Sin
embargo. todas las diferencias que existen entre los diferentes subtipos de
DR4 pueden explicarse por la variabilidad del locus DRB 1 y concretamente
poí la variación de diferentes aminoácidos cíe la 33 región hipervariable del
primer dominio extracelular de la cadena 9 del heteroclímero. De acuerdo con
los modelos tridimensionales cíe las moléculas clase [ y [ (41.42> se puede
inferir que la 33 región hipervariabie del primer dominio extracelular es una
zona de vital importancia para la interacción con el ¡Ng y el RcT ~
Concretamente, la secuencta cíe la cadena DR9 que está entre ic)s aiinnoaciclos
70 y 74 del extremo N-terminal cíe la molécula es la zona que está mas
expuesta para la interacción con el RcT >44>• Las variaciones en esta zona
parecen marcar las especificidades celulares entre los diferentes subtipos cíe
DR4.
Un hecho notable es que una secuencia parecida a la de las
subespecificidlades cíe DR4 sería compartida por DR 1 . la otra especi líciclací
serol~gica asociada con AR >45), En conjunto. un aminoácido glutamína en
posición 70 y su asocíacion con arginina o usina en posición 71 (todos ellos
aminoácidos no polares) conferiría susceptibilidad para la enfermedad. Ello
explicaría porque Dw4. Dxv 14, Dwl 5 y DR 1 se asocian con la enfernieciací y
porque no lo hace Dw JO. que presenta aminoácidos cargados negativamente
en dichas posiciones. Los pacientes homocigotos para estos alelos asociados
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es más probable que padezcan la enfermedad de lorma más grave y mas
erosiva que los heterocigotos (46-45), Otros trabajos cíue también apoyan esta
hipótesis (t), sugieren cíue la secuencia Q2<>—K1 ~R??~A?3~¡N?4ó Q70-R7 1
¡N?3~¡N74 estarían fuertemente asociadas con la ¡NR. Estos ciatos apuntan a cíue
la susceptibilidad a padecer la enfermedad no estaría ligada estrictamente al
haplotipo cíe HLA sino a la estructura conformacional del producto proteico
cíe 1 gen. Varios estudics han confirmado una correlación positiva entre
enfermedad y la secuencia de aminoácidos asociada en griegos, chinos y
negros sudafricanos (5<152), Sin embargo aproximadamente el 50% cíe los
pacientes en estas sertes no mostraban ninguno de los alelos de HLA-DRB 1
asociados a la enfermedad. La hipótesis del epítopo compartido falla también.
o no es capaz de explicar completamente la asociación neutra con DR4
Dw 1 3) y los haploti pos DR3 de la enfermedad atando ini hos comparten u ni
secuencía similar con Dw4 y Dw 14.
Otros autores han propuesto que el residuo en posición 57 de DQB 1
puede ser importante para conferir susceptibilidad a la enlermeclací (>~>. Los
hapiotipos cíe DQw que tuvieran en posición 57 un aminoácido polar se
asociarían con la enfermedad según esta teoria. mientras cíue aciucilos cíue
tienen un aminoácido no polar (Ser. Val o Ala) tendrían una asociacion
negativa o neutra. Hay otros trabajos publicados que apoyan esta hipótesis: en
uno de ellos <~ se estudiaron las especificidades DQ en enfermos con ¡NR y
haplotipo serológico DR?. Aquellos que tenían un residuo polar en pos¡ciot1
57 se asociaban positivamente con la enfermedad, mientras que aquellos cute
no lo tenían no tenían asoctación alguna. Es posible cíue en el caso cíe la ¡NR la
coclificacion cíe estos determinados aminoácidos en posición 57 chi cocion
DQB 1 sea sólo un marcador u nido al verdadero responsable cíe la
susceptibilidad. El papel especifico de cada variante hapiotípica puede ser
dilerente y más complejo que una simple asociación directa.
No existe relación entre AR y moléculas clase 1 pero sí se ha tratado cíe
buscarla con moléculas clase 111 <55.56), Sanclers y cois. no han encotitraclo
diferencias significativas entre la frecuencia de genes de C4¡N y C413 eíitt’e
A n tececien tes y estado actuu ¡ dei tenía
____ __________ _____ 29
pacientes con AR y controles sanos, aunque si había dentro cte los haplotipos
F)R4. en el grupo cte enfermos con ¡NR. aumento del C4B2 y disminución del
alelo nulo C4B~QO <~. DacIo que estos genes se encuentran cii cieseqítilibrio
de unión con DR4 y HLA—B. es probable que también sean maicaclores
secta nclarios.
Más interés tiene el estudio de otros genes no HLA que también pueden
estar asociados con un aumento de la susceptibilidad a padecer la enfermedad.
Las moléculas HLA presentan selectivamente fragmentos peptídicos y sc?
empieza a conocer ahora cómo las CPA procesan y fragmentan proteínas
complejas hasta degradarías a estos pequeños fragmentos y como éstos se
unen a las moléculas HLA <~>. Sin embargo. cada vez hay más ciatos que
apuntan a cíue existen otras formas cte procesamiento cíe ¡Ng. Las moléculas
FILA clase 11 parecen asociarse y presentar preferentemente ¡Ng proteicos
exógenos, mientras las moléculas clase 1 ptieden estar especializadas en unirse
y presentar fragmentos peptídicos de proteínas endógenas. Los péptidos c~tíe
se asocian linalinente con moléculas clase 1 tienen una localización
característicamente citosólica. Las moléculas clase II 50fl sititetizacias y unidas
en el retículo endoplásmico rugoso y circulan a través del complejo cíe Golgi
hasta las organelas unidas a la membrana. Al tiempo díue. realizan este camino
van entrando en contacto con vesículas enclocíticas que contienen pépticlos
derivados de ¡Ng proteicos exogenos.
Los péptidos que se derivan cte proteínas primariamente cítosólícas
(sintetizadas endógenai~ente) necesitan ser fragmentados y puestos en
contacto con las moléculas HLA en la vía exocítica de transporte. Utio de los
ciesccíbrimientos más recientes es que dentro de la region que coclifica los
sienes de HLA clase II se encuentran los genes que están involucrados en el
acoplamiento cíe las moléculas clase 1. Dos cíe estos genes. llamados TAP
(T¡’anxporter ¡u Antigen Proc’essing) 1 y ?. codifican las subunidacles de utía
proteína heterodíméríca que controla en transporte cíe péptidos desde el citosol
al retículo endoplásmico. Es en este retículo donde los pépticios
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inmunogénicos y las moléculas clase 1 se asocian.
El estucho del polimorfismo de los genes TAP en pacientes con ¡N R ha
ciado algunos restíltaclos. En concreto la Irecuencia del alelo T¡NP?Á) lO! —
1 693.A es significativamente mayor cii pacientes con ¡NR cíue en controles
¡596>)) Además, en uno cíe estos esttídios. este alelo solo se encontro asociado
a DR4 en pacientes con ¡NR. lo que sugiere que el polimorfismo del gen Ti\P?
lorme parte cíe un haplotipo extenso cíue es más frecuente en pacientes con
¡NR. Sin embargo. son necesarios más estudios para con firmar si el
polimorfismo en los genes TAP puede contribuir como un factor de riesgo
genético en el desarrollo de ¡NR.
2. Agentes exógenos y AR.
Desde hace mucho tiempo se ha ligado la ¡NR con el virus cíe Epsteun—
Barr ( EBV) con una base puramente epiclemiológica. Se ha descrito la
existencia cíe anticuerpos en suero cíe pacientes con ¡NR cíue reaccionan contra
extractos de células infectadas por EBV (61), El EBV tiene una glicoproteina
en su superficie (gp líO) cuya secuencia Glu—Leu—í\rg—Ala—Ala o c;í u—¡\rg—
¡Nrg-Ala-Ala es similar a la del HLA Dxv 14 y DRI >62> y ambas serían
reconocidas por los mismos anticuerpos. Hay acleniás otras razones para
implicar a los EBV en la patogenia cíe la ¡NR. Los EBV son activadores
policlonales cíe las células 13. y se ha descrito una mayor prevaletícia cíe
linfocitos 13 infectados por EBV en la sangre cíe pacientes con AR 63> Sin
embargo, todas las tentativas de aislar productos del genoma cíe los EBV en
tejido sinovial cíe pacientes con ¡NR haíi resultado infructuosas ~ y desde
luego, se desconoce qué papel concreto jugaría el EBV en la patogenia de la
enfermedad. Otros virus propuestos como candidatos a iniciar o participar en
el desarrollo de la ¡NR son los parvovirus. lentivirus y virus cíe la rubeola entre
otros (63)
Hay cuadros de inflamación poliarticular muy parecidos a la ¡NR que
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pueden ser inducidos en animales de experimentación mediante la inyección
cíe prodttctos bacterianos no viables como mvcobacterias con advuvante cíe
Ereund o peptidoglicano—polisacariclo de la pared celular del estreplococo en
medio salino. Pero lo qcte es más interesante, la enlermeclací experimental
puede transmitirse a otros animales mediante la inyección cíe las células T cíe
las ‘atas enfermas a animales sanos <64), Algunos de los clones generados
mediante la inyección cíe los productos bacterianos reconocen tanto las
ínycobacterias como componentes articulares normales como, por ejemplo. el
proteoglicano del cartílago articular «‘~>. Van Eden y cois. donaron el ¡ipitopo
reconocido por estas céittlas T en el Mycobacterium tuberculosis y se
comprobó cíue la administración de este ¡Nc protegía del desarrollo cíe la
enfermedad experimental a ratas sanas <~>. Se identificó también este ¡Ng
como parte (le las proteínas de estrés ( hew-s/wúk />ivieins o [—¡5Ps) cíe 65
kD. Las HSPs son componentes celulares cíue pueden expresarse bien
constitutivamente en las células o solamente en situaciones cíe estres. y cíue
ni uesti’an u tia alta homología a lo largo de. toda la escala evol u ti va > . 1 unto
en seres cucariotes como procariotes. Koga y cois. han demostrado cíue cioiies
cíe células T CDS+ desarrollados frente a la proteína cíe 65 kD del
Nlycobacterium tuberculosis pueden reconocer también F-¡SPs expresadas por
los macrófagos normales en condiciones cíe “estres” en el contexto cíe
moléculas clase ¡ del CMH. tanto cuando éstos están infectados por el
N’lycobacterium como cuando no <65>, Según este trabajo. la expresión cíe
1—15 Ps por los ni acról’agos en condiciones normales ud) basta para e st titular la
activación T y B, qcíe pcíede depender en último caso cíe la regttlación al alza
de esta expresión por péptidos bacterianos exogenos. Bajo coticliciones cíe
estrés la moléculas endógenas son procesadas y presentadas en el contexto cíe
clase otitra epítopos1 con íd) que servirían cíe diana para células T dirigidas c
compartidos de HSPs de 65 10.
La HSP cte 65 kD del Mycobacterium tuberculosis es un buen candidato
a ser la proteína exógena 69> pero no el único implicado en esle ti m cíe
autoinmuniciad. La mayoría cíe los clones aislados cíe tejido y LS cíe ¡NR cjue
responden al Mycobacterium tuberculosis o la HSP (le 65 KD no expresan el
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heteroclímero del RcT afl habitual en la mayoría de los linfocitos 1. sino el
otro dímero denominado ~a (1k?), Las células cíe este subtipo carecen
también cíe marcadores de superficie CDS y CD4. Estos linfocitos son
llamados gamma-delta o células doble negativas, y en condiciones normales
se hallan en un bajo porcentaje tanto en SP como etí LS. Sin embargo, en
algunas enfermedades atítoinmunes se encuentran en una proporcion mayor.
lo que les ha hecho centrar un buen número cíe investigaciones. Estas células
T tienen una variabilidad mucho más limitada en sus caclenas’y¿ que el RcT
uI3. El proceso cíe reconocimiento del ¡Ng al parecer no está tampoco mechado
cíe la manera clásica por moléculas clase II <y”). La situación es curiosa. ~¡s~
se conocen perfectamente la organización de los genes de linlúcitos y¿ de SP
pero se desconoce por completo su función. Sin embargó parece que esta
célula con RcT ‘ya reside entre las célcílas epiteliales y podría jugar un
mportante papel como primera barrera inmunológica. En este 1 ugar. la
¡ níección cíe las células epiteliales ciaría lugar a la expresion cíe ti n tipo n tic? Yo
cíe producto del gen CMH clase 1 que interaccionaría con el RcT ‘ya y
prox’~ca ría la tic ti yac ion cíe e ste su bt i po cte cé 1 cí las y el cíesarro líO (le Sta s
¡unciones ~
Tsouifa y cois. han demostrado que los pacientes con ¡NR tienen mayor
ti úmero cíe anticuerpos frente a HSPs de 65 kD cíe NI vcohacteri u m
tuberculosis <~~) y Holoshitz y cols. han aislado clones de linfocitos T doble
negativos (leí LS cíe enfermos con A R cíue son capaces cíe reconocer y
tesponcler a Ag cíe Mycobacterias sin restricción cíe CMH (15), En otros casos.
existe la evidencia de que determinantes antigénicos se unen al receptor ‘yO de
hibriclomas humanos en asociación a CMH (16), Algunas HSPs cíe las familias
HSP-70 se codifican cerca de los locus de las moléculas clase III con lo c~tíe su
expresión puede estar ligad a a algunos de estos genes. Según esta hipótesis la
exposición cíe un determinado subtipo de células T que reconocerían un ¡Nsi
tanto en células del huésped como en bacterias exogenas. motivaría su
expansión y el inicio de la respttesta inmune aberrante en la ¡NR ~
Dentro de las poblaciones con RcT ufl presentes en SP. LS y membrana
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sinovial (MS) cíe enfermos con AR también está aumentada la respuesta a ¡Ng
cte Mvcobacterias. y ésta no está restringida a pacientes con h apiot ipo DR4
<~. Ha habido varios trabajos en los cíue se ha observado una oligoclonalídací
cíe las poblaciones cíe células T presentes en la MS cíe enfermos con ¡NR
>1~).2<)> si enclo posible en alguno de estos casos demostrar especi liciclací frente
a algún ¡Ng, como colágeno tipo 11(21> o Mycobacterium tuberculosis <22> lEn
la base cíe esta supuesta oligoclonaliclací estaría la idea ya repetida cíe cíue tín
¡Ng podría desencadenar una respuesta específica y que el conocimiento de
dicho ¡Ng podría tener scts implicaciones terapéuticas cíe cara a Irenar los
clones cíe células T que se expandirían en su respuesta 23.84), Sin embargo
otros trabajos no han podido demostrar esta oligoclonaliclací y han eticontraclo
v*laciones heterogéneas similares a las encontradas en SP <2=~), El tema cte
la cionalidad o heterogeneidad de las células T en la AR será comentado en
mayor detalle más adelante.
3. Inmunoregulación en la AR.
La ¡NR se caracteriza por una persistente actividad inmunológica dentro
de la articulación. Como ha quedado dicho anteriormente se desconoce cuál es
el estimulo etiológico cíue desencadena la enfermedad, pero parece claro que
un lujo continuo cíe células inflamatorias hacia el microambiente s¡ novial x•
su actividad una vez allí. jctegan un papel determinante en el mantenimiento
cíe este estado de inflamac¡on crónica. En la mayoría de modelos
experimentales de ¡NR se hipotetiza que las células 1 juegan un papel central
en el desarrollo cíe la enfermedad. Según estas teorías, un hipotético agente
externo artrotopico <virus, fragmentos cíe la parecí bacteriana o un
ata toan tígeno tal como colágeno tipo II. proteoglícanos o las propias molécta l
clase II) serviría cíe estímtílo para la activacion cíe los linfocitos T. Estas
células T activadas de una manera antígeno—específica iniciarían el proceso
nflamatorio y expandiéndose dentro del microambiente sinovial reclutarían
otras células inflamatorias (macrófagos. células 13. fibroblastos. neutrófilos)
A tI 1 ecedeutes y estado actual del ieni a 34
c~ite contribuirían a mantener el proceso.
3.1 Papel de los linfocitos T en la AR.
De hecho, hay una larga serie cíe evidencias cíue sugieren que los
linfocitos T jcíegan un papel fttndamental en el desarrollo cíe la ¡NR. En primer
lugar. y dependiendo cíe la localización concreta cíe la célula corno se veí’a mas
adelante. lc)s linfocitos 1 cíe ¡NR presentan signos claros cíe activacion. De este
modo, la densidad en superficie de las moléculas CD3 y CD4 está disminuida.
y la expresión de CD69. HLA-DR, CDIIa¡CDiS (LFAI). CD9, CD49a/CD19
(VLA-í ) y CD54 (ICAM—l) están aumentadas >sí-93>~ En seguticio itígar. la
cleplección o inhibición funcional cíe las células 1 mediante AcM anti CD4 o
anti—CD5. drenaje del conducto torácico. irradiación ¡ i nfoicle total o
lunfaféresis periférica disminuye la inflamación sinovial (84.94)~ Tercero. la
asoctación a determinadas moléculas clase II sugiere que ciertos que los
linfocitos T estarían restringidos en su respuesta a cieterm i nados ¡N ~
específicos por estas moléculas (9=>,Finalmente, en pacientes con ¡NR e
infección por VII-{. en los que las células CD4 están disminuidas en número o
funcionalmente inactivas, existe una mejoría cíe la enfermedad >~)Ó>
3.2 Análisis fenotípico de los linfocitos 1 en AR.
La membrana sinovial contiene un gran número cíe células
mononucleares. Entre ellas predominan los linfocitos T. aunque también hay
linfocitos B. células plasmáticas. células ciendríticas y células de estirpe
monoci to—macrofago. Desde que se cuenta con AcM específicos para
diferentes determinantes cíe la superficie celular ha siclo posible caracterizar
fenotipicamente estas células. Así, en la membrana sinovial existe una mayor
proporción de células CD4+ sobre las CDS+ ~ y estas células parecen estar
acti vacias ya cute expresan CD3 y CD4 con menor densidad < eval uacia
nciirectamente mediante citometría cíe flujo por Luía menor i iitc’iisiclacl (le
fluorescencia), y la expresión de CD69. HLA-DR. CDII a/CD 18 IFA 1
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CD9. CD49a/CD29 (VLA-l) y CD54 (ICAM-i) esta aumentada (tabla IV. 1)
<S1i)2.93.97- 11>3> Por otro lado se sabe que estas células expresan en menor
cantidad L—seiectina. que prácticamente todas ellas son células “memoria” va
que son CD~9hri2ht CD7di~. CD45RO+ y CD45RALIÍít >21.25. l»4) y son mtíy
escasas las células ‘virgenes’ ~ Se desconoce sin embargo
sí estas células se acumulan en la membrana sinovial como consecuencia cíe
una mayor capacidad dc migración cíe células T “memoria” acti vacias
prex’iamente o como resultado de la activación iii siW cíe un subgrupo cíe
células T “memoria” que habrían migrado preferencialmente.
Las células presentes en el LS cíe AR son también en su mayoría
leucocitos (linfocitos y neutrófilos). acompanaclas cíe monocitos. celulas
clenciríticas. células cíe la capa borcicante sinovia! . ocasional me nte.
macrolagos. El análisis fenotípico de los lií1focitos del LS cíe ¡NR ha mostrado
una población que tiene unas características muy similares a los linfocitos cíe
membrana sinovial, con la importante excepción de una disminución del
cociente CD4/CD8 respecto a SP y membrana de los mismos pacientes. De
hecho, las células presentes en LS son células que han migrado desde la
membrana y se acumulan en este compartimento desde donde volverían en
algún momento a la SP a través de los linfáticos. La mayor diferencia por
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tanto entre las células de membrana y LS en ¡NR es la mayor prop~rcioi~ cíe
células CD8+ en este ultimo compartimento. Es posible cíue la razon sea una
mayor capacidad de movimiento en los linfocitos CDS+ por lo cíue su
permanencia en la membrana sinovial sería menor. aundlue también es posible
que existan mecanismos específicos cine retengan las células CD4±en la
membrana y los linfocitos CD8±y los neutrófilos en el LS.
Con respecto a los linfocitos de SP. en varios trabajos se ha observado un
aumento cíe células T cíue han siclo activadas iii tiío ( HLA—DR~ ) ¡i~
comparación con células 1 cíe donantes sanos (S1.91,it)5.l<>6>, Sin embargo, no
se ha demostrado en la mayoría cíe los estudios que e xísta un a mayor
expresión cíe otros antígenos cíe activacion tanto precoces e i niermeclios
(CD69. IL-2Ru) como tardíos (VLA-l ) en los linfocitos T de SP de pacicites
con AR <~ 102.lúí), En contrapartida. se ha descrito la existencia en SP cíe ¡NR
de una subpoblación cíe linfocitos CD4+/CD45R0. es decir, con fenotipo cíe
célula “virgen” cíue sí presentaban una expresión aumentada cíe IL-9Ru > <>2>
No obstante, parece que los linfocitos T cíe SP cíe ¡NR. aunque no son
completamente noí’maies. tienden a mostrar menores signos cíe activación cítie
los linfocitos cíe LS y membrana sinovial cíe los mismos pacientes.
3.3 Análisis funcional de los linfocitos T dc Alt
A pesar de las evidencias a favor de un papel de los linfocitos 1 en el
inicio y mantenimiento de la sinovitis crónica característica cíe la ¡NR. otros
autores han postulado que las células 1 sólo jugarían un papel marginal en
>4), hipótesis. que niacrófagostodo ello Esta en la los ocuparían el centro del
escenario cíe la patogenia cíe la enfermedad. se basa en la paradoja cíe díue. a
pesar cíe que las células 1 son muy abundantes en LS membrana sinovial y
muestran claros signos cíe activación, las células 1 tienen un comportamiento
funcional anormal.
En primer Itígar es sorprendente c~ue junto con los marcadores (le
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activación presentes en la superficie de las células 1 cíe membrana y LS cíe
¡NR citados anteriormente no se encctentren dos cíe los más característicos
como son los receptores para IL-? (IL-?Ra o CD?5) y el receptor cíe
transferrina (CD7 <~. Es más, la tasa cíe pnouiferacion cíe los linfocitos T de
LS o membrana sinovial es muy baja (1 <>9.1 it)). como corresponde a tina baja
expresión de CD?5 en superficie y a una escasa producción de ARNíii de IL-
?Ru (el ARNm de IL-?Ru. es similar al cíue se encuentra en células T dc SP
en reposo It II) Las figuras mitóticas son escasas en la MS y menos de un 19k
cíe la síntesis total cíe ADN en tejido sinovial ocurre en las células 1 inloides
(112,113) Además la mayoría de células T que entran en ciclo celular y están en
fase 5 son células CDS+ y no CD4+ >114) .~Sin embargo, todas estas
argumentaciones solamente conducen a concluir que los linfocitos T de LS y
MS se encuentran en un estado cíe activación “raro”, distinto del que se
constgue al activar células 1 in ritro <115), Ello no dluiere decir cítie ~ puedan
cumplir determinadas funciones que pueden ser potencialmente relevantes eíi
la patogenia de la enfermedad (21.lt)1), De hecho para muchos autores, este
estado cíe “postactivación” o activacion “frttstracla” podría indicar cute estas
células han siclo activadas por vías alternativas independientes del RcT o que
estuvieran detenidas por algún motivo en este estado en el CtIF5O de tina
activación vía RcT (102.l16>
En segundo lugar ha llamado la atención la escasa detección cíe
productos solubles derivados cíe las células T en la sinovial de ¡NR. En
ensayos llevados a cabo sobre células de LS y/o membrana sinovial no se
detecta producción de IL-?. IL-3. IL-4. IFN-’y o TNF-9 ) 111.111.II2), todas ellas
¡ mportantes linfoquinas producidas por las células 1. Por el contrario.
cli ferentes productos derivados de macrófagos. como son IL- 1. TNF-u. iL-6.
GN’l—CSF (factor estimulador de colonias granulocito-macrofágicas). M-CSF
(factor estimulador de colonias macrofágicas). prostaglanclinas o colagenasas.
son muy abundantes tanto en LS como en la membrana >1 19), Todas elias soíi
también importantes citodluinas proinflamatorias Y dleseíi~peñan un papel
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¡mportante en la patogenia de la ¡NR.
También sería esperable cítie la población cíe 1 inlocitos 1 cíe LS o
membrana sinovíal estuviera restringida cid)nalmente: es decir, en respliesta a
un determinado ¡N~z salo los linfocitos con un RcT especílico se expandirían
clonaimente dentro cíe la articcílación. Hasta ahora los estudios ‘eaiizaclos
utilizando sofisticadas técnicas de biología molecular han ciado resultados
muy dispares. Algunos trabajos han mostrado ciertas evidencias de clonal iclací
en el RcT. en concreto la presencia de RcT Vgl4 en LS pero tío en SP de
pacientes con ¡NR (120) sugiriendo la participación cíe un superantígeno en esta
restricción. Esta hipótesis ha siclo ampliada en otro trabajo en el que
prese leccionanclo células T lL~2R+ cíe tej ido si noví al se encontró un
predominio cíe células Vg3±.V13 14+ y V[3 17+ ) 121), Todas estas cacietias f3
comparten además una misma secuencia cíe unión a superantígenos.
Posteriormente también se ha demostrado c~ue un superantí~eno cíe 1
NIx’c’oplusnia art/,ritidis activa preferentemente células 1 Vg17+ ( 22>, Fi’ente a
estos esttídios existen otros muchos trabajos díue no han podido cic=mostrar
ninguna oligoclonalidací (2~ 86 t~3- 126> Ello no necesariamente implica cíue
dicha oligoclonalidad no exista. Es posible que la aproximación no sea la mas
correcta para detectar oligoclonaliclací. De hecho se podría pensar que el
número de células antígeno-específicas. y por lo tanto oligoclon ales. presentes
en el LS o membrana este por debajo del umbral que estas técnicas pueden
detectar (aproximadamente un 1<4). La mayoría cíe los estudios están hechos
con células obtenidas bien de LS o membrana cíe enfermos con ¡NR de larga
evolución, con lo cíue la población linfocitaria global obtenida pcíecle estar
distorsionada <121) no siendo totalmente representativa cíe la cítie se obtendría
en los primeros estadios cíe la enfermedad (125> Por otro lacio, y como se ha
comentado anteriormente, seria posible cícte las células i niciacioras del ~
no fueran cletectabies utilizando “sondas” especificas para las cadenas ti o [3
del RcT. Hay que recordar que tanto las HSPs como determinados ¡Ng del
N4vcobacterium tuberculosis cítilizan RcT ‘y6. con lo cíue escaparían cíe un
análisis con esta metodología. Fi nalmen te. la activación cíe 1 os liii loc i tos 1 en
presencia cíe determinados superantígenos podría ser cli ferente a la cíue se
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produce en presencia de los Ag clásicos. En conclusión, la presencia o no cíe
ol igocionalíclad dentro cíe las células T cíe LS o MS cíe ¡NR es un tema cute esta
tociax’ia por cerrar y por consiguiente es difícil extraer cíe ello cotíciusiones
globales.
Un último argumento en contra de la célcila 1 como eje vertebracior cíe la
patogenia cíe la ¡NR es cíue los tratamientos empleados que van directamente
dirigidos contra la célula 1. aunque producen una mejoría cíe los síntomas, no
tienen una respuesta completa y además es limitada en el tiempo. Se postula
cí nc un método más racional de tratamiento iría encaminado a i ji re j’rtí mpi r el
lujo cíe células mononucleares a la articulación y controlar la activacioti cíe
fi broblastos y/o macr~fagos. Sin embargo tajes lii pótesi s están aún p<r
desarrollar Y’ no constituyen tina contradicción vii’ sí mismas a la teoría cíe las
células T como centro del desarrollo cíe una respuesta inmune anormal que
conlieva finalmente a la destrucción articular por mecanismos eíí los que otros
muchos tipos de céltílas pueden jugar un papel igualmente importante.
3.4 Mecanismos de migración linfocitaria en AR.
Las interacciones entre los linfocitos T y otras células han centrado
durante muchos años la discusión de la patogenia de la ¡NR Sin embargo, no es
menos importante el papel jugado por el enclotelio vasccíiar en la inliltracion cíe
la membrana sinovial por las céltílas inflamatorias. De hecho. cítírante la
ti flamación crónica el endotelio vascular expresa receptores específicos cítie
aumentan la capacidad de adhesión cíe las células mononucleares cíe SP ) 22>
Como consecuencia de un estimulo inflamatorio mantenido, el enclorelio cíe las
venas posteapilares del tejido sinovial cambia su morfología y se transforííia en
tín tipo especial denominado “vénuias encloteliales altas” (MEV) 1 “>> Estos
cambios son reversibles tras la administración cíe medicación remítítíva. aun
ccíancio el infiltrado 1 infocítico permanezca mas o menos estable en la
membrana sí novial (130), Es posible cíue el tráfico cíe cél las se real i ce
exclusivamente a través cíe estas zonas especializadas del enciotelio. y el
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mantenimiento de esta morfología especial ciepencle de hecho del tráfico
continuo cíe células y de la producción cíe citodluinas como TNF—o’. e 1 FN—’¡ (131)
tvldtclías de las moléculas que participan en los mecantsmos cíe adhesión
entre céltílas 1 y otro tipo cíe células mononucleares son también responsables
cíe la acíhesion cíe estas células al endotelio vascular y cíe la migracien a tí’aves
del mismo. Estas moléculas se distribuyen en tres grandes familias cíe
moléculas cíe adhesión, como son las superfamihias cíe las i ntegrinas.
inmunoglobulinas y selectinas <tabla IV.?).
Hay que resaltar también que es probable que muchas de estas
nteracciones celulares no seatí exclusivamente lenomenos p~~’~< sitio que
contribuyan a transmitir señales de activaciótí a través cíe la membrana a
ambas células. Por ejemplo, la interacción de LFA- 1 y VLA-4 con sus
correspondientes 1 igandos ICAM— 1 y VC¡N M - 1 o fi bronecti u a
respectivamente, contribuye a proporcionar señales coestimulatorias a las
células >132.133) Los receptores de adhesión en las células endoteliales se
regulan al alza como consecuencia de la acción de citoquinas proinfíamatorías
(IL- 19 y TNF-u) y endotoxina. A su vez, los liganclos específicos en las
célcílas mononucleares. que en scí mayoría se expresan constitutivamente.
suiren una regulación luncional mechada por los estímulos activadores. Tal cs
el caso de VLA-4. VL¡N-5. VLA-6, LFA- 1 y Mac- 1. pero no cíe CD?,
selectina-L o CD44 (134.135)
LI proceso de migración transendotelial puede diviclirse en dos etapas.
En un primer momento se producen una serie cíe interacciones no esiables que
contribuyen a enlentecer el flujo cíe células. Las moléculas respo¡ísables cíe las
mismas parecen ser por un lado las selectinas—E y -P y su interacción cotí la
seiectina-L (136) En un segundo paso se producen interacciones más estables
lu¡íciametitalmente entre diversas integritías en las células mononucleares e
ICAM— 1 en las células endoteliales. Durante este proceso se regula a la baja la
expresión de selectina-L y se regula al alza la expresión de Mac- 1 y LFA- 1.
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sufriendo estos últimos también una activación fctncional. Otras ínuchas
ínoléc tilas de adhesión podrían pai’ ci ¡.xr en es te proceso. c’on formando it ti
sí stema redundante . Sin embargo, un numero menor cíe moléc u las
participarían en el proceso cíe migración transenclotelíal y en la actualidad salo
la pareja LFA- l/CAM- 1 y la molécula CD44 han siclo implicados en ello
13 1. 132)
Todo este proceso puede estar controlado a través de una serie de señales
proporcionadas por mediadores solubles proinflamatorios producidos por las
células endoteliales. linfocitos T y monocitos presentes en e ¡ te ji do
nfl amatorio. Entre el los destacan la 1 L—8. RANTES ( Reg’u¡lcaed opon
A ci ivaíion. A/o rina! T E.vpressed. ¿md Ser’ ¡‘cred). NI CP— 1 (proteína
qu imic)tactica para monocitos) y NIIP— 1 u. y —43 (proteínas i n ilamatorias
macrofágicas). Todas ellas son cítoquinas cíe muy bajo ~C5O íi~ole¡iu lar y
1 ¡enen capacidad de c1uimiotaxis tanto para monocitos como para litífocitos (a
excepción de MIP— 1 que sólo tiene actividad frente a motiocitos) <139), Todos
los hallazgos stíw eren cí tic estas moléctí las pi egan un mportan te papel en la
extravasación de células a los lugares cíe intiamacton.
Las células endoteliales de ¡NR hiperexprcsan ICANí- 1 . VC¡NM- 1, y
seiect i nas—E y — ~ (14<). 14 >~ Todos ellos pueden desempeñar i tnportantes
lunciones en el proceso cíe acíhesion y migración transendotelial. pero el
hecho cte cíue AcM anti—ICAM— 1 sean capaces cíe abolir totalmente el pt~ces~
cte migración transendotelial cíe los linfocitos ¡o tilín >135) y c¡ue hayan
demostrado también su utilidad para modificar la enfermedad ~j1.0>142)nl
sugiere dlue ICAM— 1 juega un papel fundamental. Lina fracción cíe los
linfocitos 1 cíe SP cíe pacientes con ¡NR expresa LEA— 1 ya activado
luncionalniente (lo que no ocurre en SP de sujetos normales) y p<>i lo lamo es
competente para ligar ICAM— 1 en el endotelio. lgttalmente una fracciótí cíe
células T de LS y MS de AR expresan la forma activada de VLA-4 que es
capaz cíe ligar fibronecti na ni litro (92), Todo el lo implica ci tic las células
mononucleares de ¡NR tiene una capacidad cíe adhesión aumentada que puede
facilitar su migración al tejido sinovial. Si ello ocurre como consecuencia cíe
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la recirculación de células que han sido previamente activadas en el tejido
sinovial d) por la activaciot1 cíe las ni ismas e ti sitios cii stantes cíe 1 a mcm 1-ra tía
sinovial es algo cgte está por establecer.
De todo lo expuesto hasta aquí se deduce que el proceso cíe ¡‘ntgracíóíí cíe
células intiamatorías al tejido sinovial no es un fenómeno pW1\’O y cHíe. por lo
tanto. el hecho de qcte las células actímuladas en membrana y LS tengan un
determinado fenotipo puede estar relacionado con su capacidad de migración
especifica. Es poco probable que las células que se acumulan en la sinovial
sean células vírgenes CD45RA+ que luego diferencian ¡u sitj> a células
iííemoría CD45RA-/CD45RO~. Por el contrario las células CD4~/CD45RO~
tienen una mayor capacidad cíe adhesión al encloteuio (1431 y cíe migraclon
¡ransenclotelial ~ Sin embargo no todas las células CD45RO+ diLlC circuían
en SP tienen la misma capacidad de migración. En particular. las cítie reúnen
u tías características fe not íp icas cíe CD29hrY~t/se ¡ ec ti ti a— L~’</CD7’t so u las
cjue mayor capacidad migratoria exhiben (145) y ello muestra tina íííuy buena
correlación con los hallazgos en membrana y LS cíe ¡NR >21), Uuía observacion
mportante es díue la acti yac ión del enclote 1 io mediante ci toc~u i n as tío
afluencia la cualidad cíe las células que migran a través de él, y sólo parece
nfl uenciar la cantidad de céltílas que migran. Por otro lacio, tío ex ísten
diferencias entre las células con especial capacidad para nuigrar entre
pacientes cotí ¡NR o sujetos normales, con lo cítie la capacidad líiigratoría
pLírece ser una cualidad intrínseca cíe un determinado tipo celular (144)
En resumen, la actividad cíe todos estos receptores cítie íííeclian
‘enóníenos cíe adhesión entre las células nionontícleares y cutre éstas y el
enclotelio vascular parecen tener un papel relevante en la patogenia cíe la ¡NR.
Ello no sólo ocurre a través cíe mecanismos mas o menos inespecíficos cíe
adhesión, si no que también pueden proveer señales coestimulatorias cíe
activación. El interés cíe todos estos fenómenos no es meramente elucubrativo.
SI no cute también podrían tener importantes implicaciones cii el desarmolío cíe
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nuevas terapias (146.t4’7),
3.5 El papel de otras células en la AR.
¡Ncieuííás del papel cíe los linfocitos T y los macrófagos en el desarrollo
de la A R. otros tipos celulares pueden tener cierta re ievanc ¡ a cii las
alteraciones de la inmunoregulación que se produce en esta euíferníeclacl. El
desarrollo final de la lesión y la destrucción articular se comentara ííías
acielatíte. Ahora vamos a centrarnos en el análisis cíe las alteraciones cíe los
litífocitos B en la ¡NR. y del papel díue pudieran jugar las células cleticíríticas en
el desarrollo de la enfermedad.
Los linfocitos 13. funcionalmente anormales, parecen tener tu cierto
papel en la patogenia cíe la AR. De hecho células cíe estirpe B expresan
antígenos cíe activación intermedios y tarcí íos y secretan espo¡ítáneaníente
lactores reumatoides (FR) tanto en el infiltrado sinovial <145.149) como en SP
104.15<). Sl) Jctnto a ello se ha descrito la hiperexpresión del antígeno cíe
activación precoz CD23 (FCER-Il) en SP (152) ~ membrana sinovial >153), y
tLtmbién se encutentran níayores cantidades cíe CD?3 soluble cii SP >154> y LS
<155) cíe pacientes con ¡NR. sugtrtenclo que estas anorníaliclacles funciotíales se
euícuentran presentes ya desde las fases iniciales cíe la activación 13. La razon
cíe esta activacion puede residir en que las céluilas B cii la ¡\R parecetí ser
especialmente eficientes es sus respuestas a diferentes señales proporcionadas
por las células 1 <156), El hallazgo de utí aumento de la expresión cíe CD?3 en
SP y membrana, pero no en LS podría estar indicando que la ¡NR es uutía
eíífermeciad compartimentalizacla. en la que los linfocitos 13 serian activados
cii respuesta a interacciones directas con las células T dentro cíe la sinovial
pero recircularían a SP con mayor facilidad. teniendo una níayor i íííporuaííc i a
patogéííica en el desarrollo de las manifestaciones extra—articulares cíe la
en fermedad. De hecho la existencia cíe FR. que fi nalíííente refleja u tía
hiperactivicladí cíe las células B. se ha ascciaclo a un pecír proii~stico y a la
exístencia de manifestaciones tales CO~() vasculitis. Mucho se ha trabajado
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sobre el significado biológico del FR. pero con independencia dcl desarrollo
<le manifestaciones clínicas dependientes del deposito cíe iniíiuunoconíplejos.
su papel en la patogenia cte la ¡NR parece ser iiníitado. Es posible cíue la
existencia cíe un FR alto solatííente esté inclicajíclo que las células B estatí
siendo activadas policlotíalmetíte en el curso cíe una clístuncion cíe la
nniunoreguiacion mucho más amplia.
Las células dendríticas (CD) son célcílas con una forma estre 1 lacia
característica, probablemente relacionadas con los macrófagos. Son incapaces
attndlue pueden presentar /\gde desarrollar ninguna función fagocitica.
soluble a las células T. iíídtíceíí proliferación en estas mistíías celulas. generan
células cooperadoras partiendo cíe poblaciones cíe Ii nlocitos 110 priii~acios Ni’
metííoria. y por último conducen a las células 13 a diferenciar Y’ producir
anticuerpos (151), Presentan un gran numero cíe niolécuias en su superficie lo
cítie las hace ser las CPA más potentes conocidas >152) De hecho, inuclías cíe
las moléculas cíue en otras CPA aparecen sólo tras su activación se expresan
en las CD cíe fornía constitutiva y con una gran cletisiciací. Constituyen
aproximadamente un 7-10% cíe las células presentes en LS cíe /\R <í5~)), lo cpie
supone una concentracion 10—20 veces mayor cíe la que hay en SP. También
existen CD en la níembrana sinovial distribuidas tatíto a lo largo cíe la capa
borcícante como en zonas perivasculares donde sc agrupan lvrmando mci mos
con las células T (16<). 161) Algunos estudios han sugerido que el primer
fenómeno cítie octtrre en el desarrollo cíe los infil tracIos 1 infopiasmoci (arios es
la acumulación cíe una subpoblación de CD activadas seguido cíe un cambio
morfológico en el endotelio vascular para adoptar la fornía característica cíe
“vénuias encloteliales altas” (162) Las acrupaciones de CD cotí células 1 en SP
nc luyen tanto célt[ias CD4 como CDS. Estas agrupaciones ce irí lares se
lorman cíe modo espontáneo en LS y difieren con los cíe SP cii díue se observa
tilia mayor proporción cíe células CDS+ <163), La potetícia cíe las CD en cl
ciesarrol lo de funciones cíe célcíla accesoria Y’ su presetícía en nutííero
a u me ti tacto (attncí ue no mayori tan o) en el ambiente sinovial sugieren cítie
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putedlen tener un importante papel en el desarrollo cíe la ¡NR.
3.6 Destrucción articular en la AR.
La principal característica tisuiar cíe la AR es la destrucción cíe la matriz
extracelular. un proceso cíue depende en gran tííeclicla de la acción de una
familia cíe enzimas proteolíticas que se conocen como metaloproteinasas. El
sustrato sobre el díue actúan estas enzimas difiere cíe una a otra. La colagenasa
ciegrada colágeno tipo 1. 11. [II.VII y X en su forma nativa cíe triple hélice: la
gelat iii asa por su parte degracla colágeno desnaturalizado. La estromelisitía
tiene un ámbito cte acción más amplio. Este sistema cíe enzimas cleuraclacloras
cíe la ¡ííatriz extracelular está controlado in vivo por la accion cíe un sistetíía cíc=
nhibictores conocidos CO~() “inhibidores tisulares cíe las tnetaloprotei nasas
cíe los que al menos dos se encuentran caracterizados (TIMP- 1 y TIMP-1).
En la membrana sinovial cíe AR ex iste una gran cantidad cíe
estromelisina, colagenasa y TIMP- 1 < 64.165), Utilizando técnicas (le
hibridación iii situ se ha clemosíracio cíue la mayor fuente cíe todas estas
eunmas se encuen U’a en la capa bordícante si no vial >166) Se ha cientostracio
que existe una desproporción entre la presencia cíe estromelisina y colacenasa
por cín lacio y de IIMP— 1 por otro en AR pero no en artrosis. ciotícle todas estas
enzinías también sotí detectables cii la membrana. Diversas c¡toc~uinas ute~aíí
un importante papel en el control cíe la expresion de los genes cíe estas
¡anmas: por utn lado IL— 19 y TNF—a aumentan Ja expresión cíe estrotiíelishnLi
y colagenasa. teniendo poco o ningún efecto en la expresión cíe TIMP- 1 . Por
el contrario, la IL—6 es un potente activador del TIMP— 1 y lío tiene electo
sobre las otras enzimas (161) En cualquier caso.. dluedla mucho por cotiocer
sobre los mecanismos cíe regulación cíe la producción cte metaloproteinasas y
sus inhibidores, y en concreto sobre cuál o cuáles son los mecanismos que
fi tía 1 iííeíí te llevan Ll la clisreguí LIC iOii cíe este sistema y a la clestruicc i oh ti suí ial.
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IV. c. La molécula CD69.
El análisis cíe la expresión. regulación y funcionaliclad cíe la molécula
CD69 en los linfocitos 1 de pacientes con ¡NR constituye el centro de este
trabajo. Ello justifica cíue dediquenios tina atención especial a este antígeno cíe
activacion.
Como ha siclo coníentado anteriormente, el proceso de activacióíi cíe los
linfocitos T supone la transcripción secuencial y ordenada cíe tui tiumeroso
grupo de genes. De todos los antígenos de nueva síntesis que aparecen en la
célutia 1 durante su proceso de activación el cíe expresión más precoz es
CD69. apareciendo aún antes que antígenos que eran considerados los mas
tempranos como IL—?R o 4F2. Esta molécula cíe activación fue descrita por
cttatro grupos cíe trabajo distintos por lo que ha siclo denominada EA!. MLR3.
¡NIM. y Leu-?3.
1. Descripción del CD69.
En 1986 Shu Man Fu y cols. describieron una molécula que aparecía en
la superficie cíe un 6—7% cíe los linfocitos T cíe SP en reposo y c¡ue tuas ser
estítííulaclos con PMA (Forbol Miristato Acetato. un éster cíe forbol se
expresaban en cerca del 90% cíe ellos en tan sólo 30 minutos p& lo cítie [tic
denominado EA 1 (Ear/v Adía/ion Antigen 1) <165), En 1987 Bargeiiessí y
cois. investigaron la estructctra y futícionaliclad cíe un antígeno cíe activacion.
dítie era reconocido por un anticuerpo monocional cíe ratón que cienoiiíinaroti
N4LR3 169) Este antígeno. ausente en la superficie cíe lcs linfocitos T y
tímocítos en reposo. se expresaba en los primeros momentos Iras la activación
con fitohemaglutinina (PHA). En 1988 cl grupo del Prof. Sánchez-N4aclricl.
estudiando la posibilidad de que las células 1 pudieran recibir señales
¡ncluctoras cíe proliferación mediante AcM dirigidos contra distintas moléculas
cíe superficie. aislaron cinco AcM dirigidos contra una misma molécula que
aparecía a las 3 horas del estimulo activador y que denominaron molécula
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inductora cíe activación” (AIM) (tíO) En ese mismo año el grupo cíe Phillips
cl escribió Ltfl ¡Ng. Le u —23. cl ute aparecía a las 6 Ji oras <le es ti ni nl ar al g Li iiOS
linfocitos 1 y células NK con IL-? (111),
Desde el año 1989 estas cuatro moléculas
cienominacion cíe “antígeno CD69” <11’) por poseer Lilia
u¡ías características funcionales similares.
se agí’upan bajo la
cli s Di bu cion c’e 1 u)> nr \‘
2. Estructura molecular del CD69.
El CD69 es una glicoproteina homodimérica cíe níembrana. formada por
dos polipéptidos cíe 39 y ‘S kD unidos por puentes disulfuro. en la que se batí
identificado cuatro epitopos distintos. Tres cíe ellos están situados por fuiera cíe
la membrana plasmática (sitios El —E3). Y’ uno es intracelular (sitio 1) estando




te rtiiinal ). trLlnsme
son el resultado
aníinoácicíos que
ha sido recientemente donada <114<16) La secuencia del
estos csttídios predice cina í.woteina cíe 199 aiííinoúcicios
transmembrana cíe tipo II con dominios extraceluiar (C—
mbrana e i ntracel u 1 ar (fi gdíma 1 V.6) . Los dos hoiííoci ííííc ros
cíe una diferente glicosilaciotí cíe estLl proteitía cíe 199
está codificada por un Étnico gen. Estos productos puiecleuí
Figura ¡‘¿.6. Estructnra dcl CD69 huniatio. Las (reas erise~
corresponden ¿¡os tiiitiiini¡¡s de lttnot¡ a c¿irbol¡idi¿i¡os¿ os
círcitlos tiegrus repiescntati anteaies ligados. SS indica l¡¡s
puentes rtisulkiio etitre :íuib¿ts c¿ttleuas y 1> lcjxcsciti¿i tos sílio.
tIc losloiilac¿ou coitstitiiii\¿i E:í ditetcitci¿i tic t¿iitt¿il¡ii tic los
cíteulus ¡cotos itítíje:, la e]ic<¡si [¿iciótí(>iiciet]cutl de la irol¿’eíil¿í
tic C069 !iut¡¡¿i¡i¿í
Aiiiecedentes y estado actual del [ema 4’)
unirse formando dimeros de ?8-?S. ?S-3~ y 3~-32 kD. El significado
funcional y estructtirai cíe esta heterogeneidad es clescotiociclo. ¡NmbLts cacicuias
se encutentran fosforiladas constittttivamente en sus resicítios cte serma. En los
¿¡O ati~inoLIcidlos cíe su porción intracelular. existen ocho resicluíos cíe serinLt. cíe
los cuales los residuos Sert5 y Ser3<~ represetítan lugares cíe los loil iacion bajo
la acción cíe las enzimas casein kinasa II (CKII ) y proteína—kínasa C 1 PKC).
Este patrón cíe fosforilación tietie importantes imp 1 icac i otíes cii ¡ a taus iii 15 to u
cíe señales a través de la membrana.
El ARNm codificado por el ADNc de CD69 es rápidaníente inducido y
degradado después cíe la estimulación linfocítica. Este patron cíe expresíoii
genética es muy parecido LII de los proto—o u coge u es y 1 LI lii ayo ría cíe las
ci toc~ctitias derivadas cíe linfocitos, siendo claraníente distinto al cíe otros
antígenos de activación linfocitaria tales conio IL-?R y CD7 1 que uíuestran
tinas cinéticas de activación y degradación más lentas. La expresión en
superficie cíe la proteína CD69 persiste durante niás tiempo sin embargo, lo
cíue se debe a su alta estabilidad y resistencia a los mecanistííos de
degradación proteolítica. CD69 tiene tina alta homología con otras ííoiéculas
cíe la superfamilia cíe las lectinas animales íipo—C (Ca2~ dependiente> de
receptores transmembrana tipo II. entre ellas CD?3 (uííí ¡Ng cíe activación de
células 8) y NKG? (un Ag de activación específico de células NK). Se lía
demostrado cíue los oligómeros tipo II díue expresatí dominios cíe uiuión a
ecLi lías ti po—C están i uvolucracios en la encloc i tos is y dlegradiac uní cíe
glicoproteinas así como en la defensa inmunológica innata mediando la tínión
cíe residuos cíe azúcar de la superficie celular de bacterias, parásitos Y’ hongos.
Sin embargo. el reconocimiento de carbohidratos e¡í la sLlperficie cíe otras
célcu las no es necesariamente la única característica cíe esta familia de
receptores. ya que CD?3 y CD7? también se unen a estructuras protetcas
definidas como CD?l y CD5 respectivamente.
La homología de CD69 es más marcada con unos miembros de la
familia cíe receptores cítie con otros. Concretamente con los antígenos Lv 49.
NKR—P 1 y NKG? tío sólo comparte una alta honiología de secueucía y la
A u tecaten tes y esí acto actual (leí teína 5<)
misma loealízauón cromosomica. sino que todas ellas son lionioclinieros
formados por glicoproteinas transmembrana únicas tipo II Y’ son capaces cíe
generar señales intracelulares. Sin embargo. CD69 parece representar tina
molécula fu,icionalníente distinta por suí distribuición celular (más tinipiiu que
sus homologos) y los redluerimíentos para su expresión.
3. Células que expresan CU69.
CD69 se detecta en un pequeño porcentaje (menor del 7%) de linfocitos
T. ¡3 y células NK de SP (le sujetos normales. Tí’as estímulo con PMA se
expresa en prácticamente el 100% cíe los linfocitos de SP. correspoííclie¡ício el
mayor porcentaje y la mayor intensidad cíe expresión a las células T. La
ausencia de CD69 cíe los linfcycitos de SP (LSP) contrasta con suí expresión de
[orma constitutiva en cli ferentes órganos liii Mí cies. ¡Nprox i madamen te u ti i ~
cíe los tiniocitos totales expresa CD69. Utilizando técnicas cíe doble íííarcaje
se detecta expresión de CD69 en el 50% de los timocitos C D3±/CD1~
(níeduilares) en reposo. mientras que no se cletecia cii los timocítos (?D3
¡CDI — (corticales), Es interesante resaltar por tanto díue CD69 se expresa en
utu subgrupo cte timocitos maduros. Tras la activacion con PMA se expresa cii
uní 80% cíe los timocítos totales y en más dic un 60% cíe ambos subgrutpos. Se
desconoce si los timocitos CD69+/CD3+ se coíííportaíí ftincio¡íai níente cíe una
lorma cl¡stínta a los timocitos CD69h’CD3+ o a los linfocitos cíe SP CD6T
/CD3+. En amígdala un ??% cíe los linfocitos totales expresan
constitutivamente CD69. Etítre ellos, los cítie lo expresan en un níavor
poi’centaje x’ con mayor intensidad son los cíe los centros germinales (células
CD3+). luego los cíe la zona paracortical y por último las células cíe! iiiatito
(células 13). Después cíe ser activadas con PM¡N tanto las células 1 coííío las B
acídluieren CD69. Parece probable que la expresión de CD69 en uí¡í sub~ruípo
cíe los linfocitos cíe los órganos linfoides inciique que estas células estan
soníeticlas a un proceso cíe activación. Alternativamente, se podría especular
con cítie CD69 es adquirida por los linfocitos nra i nteracciotíar coii otras
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células durante sus procesos de migración y alocación tisular >11>.
CD69 también se expresa en precursores mieloicies de la níeclula osca.
neutrófilos y cosinófilos activados, monocitos circulantes, células cíe
Langerh Luis y pladítietas <115.19) pero tío etí eritrocitos ni en orgatios tío
línloicles como piel. hígado, bazo, riñón, pulmón o cerebro <117>
4. Regulación de la expresión de CD69.
La expresión cte CD69 se induce rápidamente tras la estiníuiació¡i del
complejo RcT/CD3 en las células T. el entrecruzamiento de la
inmunogiobulina de superficie (lgS) en células 13 y por II —~ IFN-u. y AcNI
anti—CD 16 en células NK. En las células T. los tránscritos cíe CD69 son
cletectables entre 30 y <50 minutos después de la activación del RcI/CD3 y
disminuyen rápidamente después cíe 4-6 horas. Se cletecta su expresióuí en
superficie a las 2—3 horas, alcanza niveles máximos a las ¡8—24 horas y
disminuye progresivamente hasta desaparecer a las 72 horas si se retira el
estímulo activador. Los ésteres del forbol son también unos buenos iiicluctores
<le la expresión cte la molécula CD69. En los linfocitos cte SP estimulados coii
PIdA se cletecta CD69 a los 30 minutos cíe estímulo. Desputés de una hora de
activación entre 85-90% cíe las células T son CD69±.Otros estítiíulos como
lito tierna g 1 u ti ni n a (PH A) y AcM anti—CD3. anti—CD2 o anti—CD9 8 sotí
capaces. aunque en menor intensidad, cíe desencadenar expresió¡i del CD69
(15<)- 1 ~ Por cl contrario los íonótoi’os cíe) calcio por sí solos no i od ticen en
absoluto su expresion. Etí todos los casos, la cinética cíe activaclon es niuv
parecida. y CD69 desaparece de la superficie celular en aproxitiíaclamente 72
horas si se retira el estímulo. Esta cinética cíe expresión es uuía cíe las
características por las que su estudio tiene un especial interés, ya que. a
diferencia cte otras moléculas de activación. CD69 ¡íos habla cíe procesos que
están ocurriendo en un corto espacio cíe tiempo.
La expresión de esta molécula a través cíe RcI/CD3 depende cíe tina
ti tececte u tes y estado actual cíe 1 teína 5-’
elevación mantenida en la [Ca2~]ic y cíe la ac ti vLlc i o u cíe la P KC como lo
clenitiestra el hecho cíe que al inhibir esta enzima se blocítica la expresíen del
CD69 y por el contrario se puede inducir con análogos del D¡\G >151.153 Y Fu
células NK. a diferencia de lo que ocurre en células T. CD69 puede ser
nclucício mediante AcM anti—CD 16 1 L— 2 e 1 FN—y aún en presencia cíe
inhibidores cíe la PKC <154>
Para que el CD69 se exprese en la membrana se necesita de la síntesis cíe
ARN y proteínas conio se ha demostrado blodlueandlo su expresión a ciistííítcís
iííveies cotí ciclohexímida (que inhibe la síntesis cíe proteínas) o actinomícina—
ID (que inhibe la síntesis de ARN). Sin embargo, el eie¡ííento clave final pata
qute se exprese CD69 en superficie parece ser la activación cíe la proteína Ras.
De hecho. la expresión cíe un gen de i’—Ha—ras en células iuí’kat dítie cocli fica
ultía prc)teína Ras activa cíue liga GIP es suficieí1te para una incluccion optima
cíe CD69. Por el contrario, la introducción cíe un gen de Ras niutatíte. .‘-H¡\-
ras-N 17. previene la inducción de CD69 tras la activació¡i celular a través del
RcT/CD3.
¡Nunque se conoce poco cíe la regulación cíe la expresión cíe CD69 a ííivei
del gen. se ha identificado una región con actividad promotora inciucibie por
PM¡N a 700 pb del lugar 5’ cíe inicio cíe la transcripción del ge¡í. Esta regiótí
co¡ítiene sitios cíe unión para varios actores cíe transcripciotí como NF— KB.
Oct- 1 /Oct-?. PU. 1 y varios miembros cíe la faííiilia GATA que pueden ue¡íer
un papel en la inducción y especificidad cíe tejido cii la expresióíí dcl gen cíe
CD69
5. Acciones biológicas del C069.
Se desconoce cuál es el ligando natural cíe CD69. perc) ¡NcM dirigidos
contra la molécula son capaces de generar señales transmitidas al ititerior cíe la
célula y cíe sinergizar con otras señales colaborando en el desarrollo de
diversas funciones. La primera acción descrita cíe CD69 fue su capacidad de
Au uccecten tes y estado actual del teni a
Ca2~ Figura tX’.7.Ntodek, ile
Ira nsnñsh’ní de señal q nc i oíd nec la
expresión de CD69 en los
linfocitos ‘1’. E] estiivido etl cl
iecepiot le Ja cebiL 1 s Ja
¿Lcti ‘¿iciotí con PNI tX inducen la
ictisación de ti pí¡t&n¿i R¿is.
pioteíiiLi n¿isa d PK( u
y
Expresión de CD69
inducir utía resptíesta proliferativa en LSP <165.11<)), por lo dicte se considera
una vía accesoria de activación celulatt Para ello necesita de un coestimulo de
la PKC corno demuestra el hecho cíe que la unión cíe los AcM anti-CD69 a la
molécula no es suficiente para inducir proiiferac ión a menos dítie
simultáneamente se estimule la PKC mediante un actixaclor del tipo cíe los
ésteres del forbol. Las señales desencadenadas por el estímulo a través cíe esta
yvía implican un aumento prolongado del [Ca2~I~~ a su vez una modesta
activación de la PKC. Para que la señal sea efectiva los AcM anti-CD6Q
tíecesitan estar entrecruzados, y no existen diferencias en cuanto a transmiston
de la señal y proliferación entre los subtipos de células 1 CD4 ó CDS.
El estímulo a traves de CD69 induce la expresión cíe CDL y la
producción cíe IL-? e IFN—y en presencia cíe PMA. y todo ello es inhibibie con
ciclosporitía A. lo c
1ue cíe iíuevo indica la dependencia del aumento cíe !a
[C.a
2*]ic(155) La generación de una señal activadora a través cíe CD6Q cii
linfocitos maduros requiere de la coexpresión cíe CD3 <[56), lo c¡tíe sugiere díue
ambos actúan en concierto para la producción de dicha señal. CD69 inedia un
aumento del FCa2~]~~ y activa selectivaníente la ¡‘osfolipasa ¡N~ citosólica
(PLA,). También se ha demostrado el papel del CD69 como vía de inducción
de TNF-u. en los linfocitos T (151) Por otro lado, la adquisición de CD69 por
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que sugiere la participación de esta molécula en estos fenómenos <111)
Es interesante señalar que la activación cíe los linfocitos 1 de SP a tí’aves
cíe CD69 produce un aumento transitorio cíe la expresión del gen cíe e-/os. ditie
a su vez regtiia la actividad del factor cte transcripción ¡NP— 1. p~’ lo ~iueparece
cítie esta vta es crucial en la iniciación cíe la activaciótí T (122) ¡Ncleíííás cíe la
itíclucciótí cíe AP— 1. la inclucciótí cíe complejos NF—¡NT tí’as la activación a
través de CD69 en presencia de PMA. participan en la regulación del gen cíe
la IL-? a nivel transcripcional en los linfocitos 1 <159),
Las características cte inducción, expresíon. regulación y Iuincieií de la
ííoiécula CD69 en comparación con las cíe otros ¡Ng cíe activación, la hacen
especialmente útil para el estudio cte los eventos más precoces cíe la activacion
ccliii aí’. y e ti particuí ¿ir el estado cíe actí yacíón ce luínr cíe los liii loc ¡ tos cíe 1
líquido sinovial cte pacientes con ¡NR.
\/• MATERIAL Y MÉTODOS
1. Pacientes.
Se seleccionaron para este estudio pacientes con ¡NR y enfermedad
activa. El cliagííóstico cíe ¡NR fue establecido cíe acuerdo con los criterios
revisados en 1987 del American College of Rheumatism (antes ¡\merican
Rheumatism Association) (tabla 1) (19<)) Se definió cíue la enfermedad estaba
en actividad cuando se reunieron al menos tres de los siguientes cuatro
criterios: (a) rigidez matutina =45 mintítos. (b) velocidad cíe sedimentación
globular =?8 mm/hora, (e) presencia cíe tres o más articulaciones hhíchaclas
v/o (cl) presei1cia cíe más de seis articulaciones dolorosas a la movilización. La
mayoría cíe los pacientes se encontraban en tratatí~iento con fármacos
modificadores cíe la enfermedad y ninguno de ellos tomaba más cíe lO mg/cha
de precínisona. La edad media cíe los pacientes era (le 54 anos, la cluraciotí
media de la enfermedad era de 3 años y todos los nacientes excepto cuatro
tenían FR positivo.
CRITERIOS PROPUESTOS PARA LA CLASIFICACIóN
DE LA ARTRITIS REUMATOIDE
Rieícte¡. inaucitina superior a una huía, presente duiatite ¿il iiiet¡os 6
se ma nas.
2. 1 nllamación cíe 3 o uds articulaciones con tina cltit¿ic oit superior ¿í seis
sc ma mis.
3. 1 ntlamac do de la muiñeca .ai ticutaciones inetacarpolalatt2icas o
nterlalángicas proxitiutíes. durante 6 o toas semanas,
4. 1 ntlamac ¡do articular con cardeter simétrico.
5. Cii bios tadiologicos típicos cíe artritis reumatoicle en las manos:
etostones u osteoporosis ‘uxta—aiticuiar ¿nutuclable.
6 N odulos re umatoides.
7. ¡—¿ictor reumatoicle, cletect¿icto por un tutdtocío que tscitle posítíso ctt
metios cíe un st’, cte la pohíticion normal.
¡aula Y’. 1. Criterios de clasificación (le artritis reminíatoide. Secún cst os cii etios re’ i vacíos tIC
American Rhcctio¿itism Associ¿iiion { 1 92fl. se puede cl¿isi>c¿ir a ‘it p¿ic¿ente como :irittiis
icvtmatoícle cuando reúne 4 cntcrtc¡s o tti¿is.
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Como grupo control se utilizó la sangre cíe voluntarios salios, la mayoría
cíe ellos trabajadores del hospital. o p¿tcieíítes sometidos a c¡rtigía menor sin
enlermeclacles crónicas o sisténíicas. Todos los pacientes y controles eran de
‘aza caucasíana. Las muestras sanguíneas ftíeron obtenidas por vetioputncion
en la cara anterior del antebrazo. Las muestras cíe LS se obtuvieron níecliatíte
artroceíítesís cíe la rodilla en cotidiciones cíe asepsia. Todas las muestras
fueroií recogidas en jeringas previamente heparinizaclas tras obtener el
consentimiento cíe los pacientes.
2. Preparación de las células.
Las muestras cíe sangre y LS fuerotí cii luidas en solución cíe H anks
Grancí Island Biologica 1 Co [GIBCO1 BRL. Paisicv, Escocia> cii ttíia
proporción de 1/2. Los linfocitos de sangre periférica ISP) y del lícítiiclo
sinovial ( LLS ) fuerotí aislados por gradientes cíe densidad mediante
centrifugación sobre Ficoll—Hypaqute durante 25 minutos a 1800 ip. iii. a
temperatura ambiente. Las células obtenidas cíe la interfase lueron lavadas a
1500 r.p.m. durante 15 minutos y posteriormente dos veces ííías a 1 200 r.p.m.
ciuratite lO tiiintttos, siempre diluidas en solución cíe Bank. Tras el lo. se
resuspendieron en mecho de cultivo RPMI 1640 ( Flow Laboratories. 1 rvitíe.
Escocia> suplementado con un 10% de suero cíe terllerLt fetal (j STF1. (iiBCO
BR L. Pai sley. Escocia). pe nic i Ii na (lOO U/ni L ). estreptoní i ci tía ( 1 00 ni g/tn L.
y gí u mmi na (2 ni M >. Es te medio cíe cuí [iii> sera relerido como medí o Ii ni cíe
cultivo (MFC).
Para obtener una mayor ptírificació¡í etí células T. los LSP y los LLS
fueron roseteaclos con hematíes cíe carnero tratados pt’~~’ i aníen te con
neuraníínidasa (N- HC) durante 1 hora a 4 0C. como se ha clescri <o
previamente (191) En resumen. los hematíes cíe carnero ( Bio—níemieutx 5 A,
Marcv—L’Etoiie. Francia) fueron lavados 3 veces en suero salino fisiológico Ni’
~steriormeuíte inecibaclos en baño a 370C con ticuraminiclasa (Sigma). a una
proporción de 0.3 U para 10 mL de hematíes cíe carnero al 2% en suero salino.
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durante Y) minutos. Para la separación celular los LSP fueron incubados en
MFC. STF y N-HC durante 1 li a 40 C. Iras la ijícubacion se resuispendieron
cuicladosatiíente y se procedió de nuevo a la separación níecliante gradientes
cíe densidad por centrifugación en Ficoll—1—lypac~ue de manera similar a la
descrita más arriba. Se obtuvieron así dos poblaciones. una adherida a los N-
HC (población E+) compuesta principalmente por linfocitos T y otra no
adherida (población U) compuesta principal mcii te por liii foc i tos 13.
macrófagos y células dendríticas. Los N-HC fueron lisados con agua destilada
y las poblaciones E+ y E— fueron repetidamente lavadas a 1000 r.p.m. durante
ID minutos en solución de Hanks.
Para algun os experimentos, las células E+ fueron aún mas
clepleccionaclas cíe células E— mediante selección negativa utilizando bolas
iiíagnétícas con anti—IgG cíe ratón (lmmunotecb. Marseille Ceclex. Francia)
conjugadas con cantidades saturantes cíe AcM anti—CD 14 (lniníunotech). aun-
0KM 1 (Ortho Diagnostic Systems Inc.. Raritan. Ni. USA) y anti-HL¡N-DR
(Q?.70. donado por el Dr. F. Díaz—Espacia. Clínica Puerta cte Hierro. Niacíricí
en SP y anti—CD 14 y anti-OKMI en LS. La población cíe linfocitos 1 obtenida
cíe este modo fue siempre >90% dc células CD3+. <6% monoedos y <1
células 13 tal y como se comprobó por citometría de tiujo utilizatíclo los AcM
anti-CD3. anti-CDI4 y anti-IgS. Las células U fueron depieccionadas de
células E+ mediante selección negativa utilizando bolas magnéticas con antí-
IgO de ratón conjugadas con cantidades saturantes cíe AcM anti-CD3, La
poblacion cte células no T así obtenida fue siempre <5% CD3+ <al y como se
coniprobó p~ citometría de tiujo.
3. Análisis del fenotipo.
Los siguientes AcM que recotiocen distintos determinantes en la
superficie celular fueron utilizados a concentraciones salurantes para el
análisis cíe! lenotipo celular: anti—CD3 (OKT3. OrtIío Diagnostic Systems
Inc.). anti-CD4 (Couiter Immunology. Hialeah. FL. USA). anti-CD8 (Cotilter
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1 mmunology). anti-CD25 (Coulter lmmunoiogy). anti-HLA-DR (Q2.70) y
anti—CD69 (IP 1/55, anticuerpo lgG?b cíe ratón anti—CD69 huítíiano, ciotiacio
por el Prof. E. Sánchez-Madrid. Hospital de la Princesa. Madrid).
Para estdys experimentos todo el procedimiento se llevo a cabo a 4 0C a
Helios djtte se indidítie lo contrario. En los experimentos cíe níarcaje simple. las
céltílas fueron repetidamente lavadas en sctero salino tamponaclo cotí losfato
(PBS) conteniendo un 1% de albúmina bovina sérica (BSA). Tras ello. se
iiícubaron durante una hora con los AcM anti-CD3. anti—CD4. Ltnti-CD8 .anu—
CD25. anti-HLA-DR y anti-CD69. Después de lavar de nuevo cii PBS-BSA.
las células fueron incubadas durante otra hora con fragmentos hab’)? cíe un
atíticuerpo cíe cabra anti—IgG cíe ratón con jugados con lluoresceina Kallestacl.
Austin. IX. USA). Los resultados de estos experimentos se expresaíí como el
porcentaje de células positivas para cada AcM [± desviación estándar (DE)]
tras ‘estar la fluorescencia cíe fondo obtenida tras incubar las céluilas con tu
AcM cíe ratón del mismo isotípo irrelevante como primer anticuerpo.
En los experimentos de doble marcaje las células fueron incubadas
durante una hora con los AcM anti—CD3. anti-CD4. anti-CDS. anti-HLA-DR y
anti—CD?5 como primeros anticuerpos. seguido tres lavados de 5 minutos con
PBS y cíe i nccibacióíí durante otra hora con fragmen tos F( ab’)? cíe un
anticuel’po cíe cabra anti—lgG de ratón con jugados con lluoresceina. Tras esto.
las células se lavaron tres veces durante 5 minutos en PBS y se incubaron
clutrante tina hora con suero normal cíe ratón. Después cíe lavar cíe nutevo se
incubaron con un AcM anti—CD69 biotinado (IP 1/55) durante una hora y. tras
tres nuevos layados en PBS. con ficoeritroina al 10%. Coííío controles se
uttilizaron AcM irrelevantes de ratón del mismo isotipo. Se analizaron
entonces los porcentajes relativos de CD3. CD4, CDS. CD2S y FILA-DR
dentro de las poblaciones CD69~ y CD69 de los linfocitos 1 del LS. Los
‘esultados se expresan como el porcentaje de células positivas (±DE) paí’a
cada AcM tras restar la tluorescencia cíe fondo obtenida con el ¡Nc control,
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La tluorescencia celular fue analizada utilizando un citonietro cíe llujo
EPICS Prolile II (Couiter Electronies, 1—lialealí, FL, USA). selecciojíanclo la
población cíe 1 infocitos (cíue exclcíye los níonoci tos) y contando 5 x 1
células por niujestra. La densidad de cada cletermitíante Inc ;ttiaiizaci¿i
iclirectamente calculatíclo la intensidad cíe lluorescencia níeclia <IFNI cíe las
células analizadas. Los valores cTe la IFM para cada AcM se obtuvieron en una
escala logarítmica y los ciatos se <sony i iii eron a un iclacles lineales arbitrarías
uutiiizanclo la formula 10x, donde x = canal cíe fluorescencia níeclia en escala
logarítmica/número cíe canales por década (núníero cíe canales/nútííero de
décadas) (192)
4. Ensayo de mantenimiento del CD69.
Las células T pcirificadas cíe LS fueron cultivadas durante IZO horas cii
tuibos cíe plástico cíe fondo redondo cíe 3 níL (Soria Greiner. Madrid en
solitario o níezcíaclas en una proporción 1/1 con células no 1 cíe LS autólogas
en 1 mL cíe MFC a una concentración cíe 1 x 1 0<~ células/níL. Se utilizaron
LSP de pacientes con AR previamente estimulados durante 17 horas con AcM
anti—CD3 cultivados en paralelo como control. En algunos experimentos tanto
las céltílas T como las tío 1 de LS fueron preitícubacias pol’ separado ciuratite
60 tíiiiíutos a 4
0C cotí concentraciones satctrantes cíe iii AcM LtIiti—CD 1 8
<TS 1/18. donado p~’ el Prof. F. Sánchez—Madrid) antes cíe ser IneLcladILts y
cuí ti vadas como se ha indicado anteriormente. Fu otros expeníinentos las
células no T cíe LS fueron tratadas atítes cíe cultivar con las células T con tina
solucían al 0.05% cíe paraformaldehido tE) conio se lía descrito pievianiente
~ En resumen, las células no 1 fueron i neubaclas con ¡ ni L cíe
pai’aloi’níalclehido al 0.05 7~ en PB 5 a temperatuta ¿iii bien te cm t’an te 1 mi n tito.
La reacción fue detenida íííediante la adición cíe tííeclio RPM 1 1640
conretitendo un 10% cíe STF. Las células fueí’on entonces repeticlantente
lavadas en solución de Hanks antes de mezclarlas con las células T de LS. La
expresión en scíperficie de CD69 fcte valorada meclíatíte c¡tometría cíe flujo
como se ha descrito anteriormente en diferentes mometítos del cultivo.
Nlaictizil y tijétoilos (4)
5. Ensayos de proliferación.
Los LSP cíe pacientes con AR o controles y los LLS de pacientes cotí
¡NR fueron cultivados a una concentración de ? x 1 QS células/?OOul en NIFC ~‘
activados en cultivos por triplicado en placas cíe 96 pocillos cíe loncio platio
(Costar. High Wvcombe. Inglaterra). manteniéndolas a 37 0C cii una ¿ttmosfera
líútnecla conteniendo un 5% dc CO~ clutrante 7? horas. Para activar las células
se uitilizaron AcM anti—CD3 (0K13. [gG?a cíe ratótí anti—CD3 humano
obtenido cíe la ATCC. a una dilución final de ¡:50 194j> PMA (2 iig/mL.
Sigma Chemical Co.). IL-? recombinante humana ([rlL—?1 1<) UI/mL. Si gma
Chemical Co.). AcM anti-CD2S (clon L293 .Ac M cíe ratón anti—CDZS
humano a una concentración de 400 ng/mL. Becton Dickinson Etiropean HQ.
Erembodegen-AaisL Bélgica) y el AcM anti-CD69 IP i/8X (lgG2b de ratón
anti—CDÓ9 humano, 250 kti/mL del sobrenadante. donado por el Prof. F.
Súnchez—Macírid). Todos los sobrenaclantes cíe lpib,’icionías fueron uiti lizaclos en
tina cantidad en la que inducían una prol iferación óptima según los
experimetitos cte dosis resputesta realizados previamente. La prol iferación
celular ftíe estimada mediante la incorporación cíe timiclina tritiacia t [31-{lIciR
1 ytCi=37KBq. ¡Nmersham Life Sciences. Btickinghamshire, Inglaterra)
durante las últimas 16 horas cte cultivo. Las células fueron recolectadas
automáticamente y la radiactividad níeclicla cii un contador [3directo N/l¡\IRIX
96 ( Packard 1 nstruíííent Co. Mariden, CO,. USA.). La vi abi 1 iclací celular
(>90%) fue determinada p~’ recuento directo cii microscopio óptico <le las
células teñidas con azul tripán.
En algunos experimentos, los linfocitos 1 dcl LS fueron separados cii
células CD69+ y CD6W antes de realizar los ensayos cíe proliferacton.
u ti Ii ZLt ti do ti íía se 1 ccc jó ti po sdí va y negativa íes pec ti va mente cotí bolas
magnéticas con lgC anti-ratón conjugadas con AcM anti-CD69 (IP 1/55)
tiecliante el procedimiento explicado niás arriba. Eti otros experimetítos. los
linfocitos T del LS se mantuvieron en cultivo durante 5 chas en MFC cotí o síu
rlL-2 (¡0 UI/rnL) antes de realizar los ensayos de prolíferacion va descritos.
‘<laterial y mdl ocios (sí
6. Cinética de la expresión de CD25.
Los litífocitos 1 purificados de SP cíe pacientes con ¡NR o cotitroles y de
LS cíe pacientes con AR fueron activados durante 160 horas en presencia cíe
MFC solo. PMA (? ng/mU o PMA más ¡NcM anti-CD69 (IP i/8X. ?50
mL/mL del sobrenaclante del hibridoma>. Iras repetidos lavados en PBS-BS¡N
fueron incubadas durante i hora a 40C con ¡NcM anti-CD?5 y anti-CD3
(Coulter). conjugados respectivamente con ficoeritroina x’ fluoí’esceína. Corno
controles se utilizaron AcM lgG de ratón del mismo isotipo y cotijugaclos con
los mismos níarcadores. La expresión cíe CD?5 fue valorada mccii ante
citometria de flujo en diferentes momentos del cultivo (0. 18. 4?. 66 y 1(50
horas). El resultado se expresa como el porcentaje cíe células positivas (±DE)
para ci icho AcM tras restar la fI uoresceíícia cíe fondo obteni cía con el
anticuerpo control. La densidad en la superficie celular cíe CD25 Iue atíal izada
indirectamente calculando la IFM de las células analizadas. Los valores cíe la
IFM para cada AcM se obtuvieron en una escala logarítmica y los datos se
convirtieron a unidades lineales arbitrarias uti Ii zanclo 1 a formula clescri ta nías
<ti i iba.
7. Producción de IL-2.
La producción cíe IL—? fue analizada en un bioensavo como la
proliferación de la línea celular CTLL-?. Esta línea celular crece en funcion
cíe la IL-’ presente en el medio. Para el experimento se utilizaron los
sobrenadantes correspondientes a las 66 horas de los cultivos celulares
activados con MFC solo. PMA (? ng/ni) o PMA más AcM anti-CD69 del
apartado anterior. Se añadierotí varias cli luciones cíe rl L— 2 X’ cíe los
sobrenadantes a un cultivo cíe 5000 células CILL-2 durante ?4 horas, las
ti 1 ti tíias seis en presencia de 1 pCi cíe [3H]TcIR. Las cél u las fueron
recolectadas y se cttanti ficó la radiactividad en un contador [3directo
MAIRIX 96. La producción de IL-? correspondiente a cada sobi’enadantc fue
calculada por coníparación con la curva obtenida con la ríL—? utilizando para
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ello un programa de regresión lineal.
8. Análisis estadístico.
Todos los restíltados se expresan como la media ±DE o como ¡ííeciíana
percenti les ?5—75%:] . Se testó la normalidad cíe las variables anal izadas
mediante el test de Kolmogorov—Smirnof. En el caso cíe variables normales se
uítilizo la t cíe Student para muestras pareadas ¡ío pareadas. Etí el í’esto cíe
casos se utilizaron los test no paramétricos cíe Mann-Whitney o Kruskail-
Wallis en las condiciones api-opiadas.
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VI. RESULTADOS
1. Expresión de CD69 en el LS.
Se obtux teron células E~ cíe LS y SP cíe pacientes con ¡NR y se analizó la
expresión de CD69 en superficie con un doble marcaje (CD3/CDÓ9) mediante
citometria de flujo.
La expresión de CD69 en las células 1 (CD3~) de LS fue de un
64.3±8.1%frente a un 5.8 l±L6%en las células 1 de SP de los misníos
pacientes (P<0.00 1. figura VI. 1). La expresión cíe CD69 fue siempre superior
LIQUIDO SANGRE
SINOVIAL PERWERIC,-X
Figura Xi.): Expresión de (1D69 cii
liiibici>os 1’ (le t ¡ quid ti si 11<1V ial y sangre
periférica de pacientes etilí artritis
retituatoide . Las cciii las r cíe 15 o SP
llieroil obtenidas tí¿is (tseteo ile l¿ts
ccliil¿is motiottuclearcs c>e LS o SP> I~LS o
iSPí cotí teit¡aUes cte c¿ittteiO tr¿tt¿tdíis
cutt tetiiamitiictas¿i t ‘Ni Id?] ¿tI s~ como cíe
describe e’’ la sección de N1¿iieri¿íl s.~
Nietoclos L¿í cspicsuit cte ti Dúo ‘it J¿i
sviperticcc cíe l¿¿s célti>¿is L+ fue ¿it¿íli¡act¿i
iticdí¿itítc c¿tc,níetrc¿t cíe livii<t cml doble
tmt¿¿tcajc CD3/CD69 1 os íesmílt¿ídos
icprc’senlatl cl porccnt¿iie che cólidas (4)3+
vine expres¿iIi¿íti iatítbiét, c’it saperlicie cl
ití¿itvavlíír vto ¿icii\¿iv?ioti (1)6’) ¿xis restar
l¿í ktoresccuci¿í de miado umbicítída cm ‘ti
dos Ac’il itielev¿rittes contiutí dcl mismo
sotipo Los iesitlt¿iclos se esprecan cuino
l¿i it)eili¡i DE
en las células T de LS que en las células T (le SP para cada muestra pareada.
La 1PM con que se expresaba CD69 fue también mayor en LS (1.14±0.8)cíuíc
en SP (1.07±0.3,P<0.05). La alta expresión de CD69 en las células 1 dc LS
no se debió a una activación cíe las níismas durante el proceso cíe separación
(por el entrecruzamiento de las moléculas CD2 clu,’ante el roseteo). a c¡ule se

















células mononucleares de LS no separadas previaníente (datos
En la figura VIZ. se níuestra tina tinción representativa
SP Control SP ¡NR LS ¡NR
y
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Figura Vt.2~ Expresión de UDÓ9 eít linfocitos 1’ míe ííquhio sinovial. Istí esta mvirase
irciestía uit ejeitxplu repiesent¿itivo de la espresion cíe (?D69 c’ít células ,txouoitucLczties ile SP
dc cmix no - u p¿icieitte vott A It
c’OttttOl y célitías niotioncielixires estititii!aclas de SP ~ LS cíe u
Se intentó correlacionar la expresión de CD69 con diferentes variables
clínicas y cíe tratamiento. sin cíue se observara ninguna relación con la edad. el
sexo, la duración media de la enfermedad, la positividad para el FR. el
recuento articular, diversos indices funcionales o el tratamiento co¡í dlíleretítes
fármacos modificadores cíe la enfermedad.
2. Expresión de otros marcadores celulares en LS y SP.
Se analizo la expresión cíe otros marcadores celulares cíe superficie cíe
linfocitos T. Para ello se obtuvieron muestras pareadas cíe LS y SP en fresco
de pacientes con AR y. tras su separación con hematíes cte carnero tratados
coíí neuraminidasa, se analizó mediante citometría cíe flujo la expresión cíe
CD3. CD4. CDS. CD25 y HLA-DR. La distribución de estos ¡Ng de superficie
ue similar a la ya descrita en la literatura (Figura VI.3).
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isis <leí fenotipo cíe Lis <etolas ¡ <leí l¡c¡ui<tím sino’ ial <le pacientes cmiii ~irIriIis ¡‘eiiinatohtc.
Isis céluI¿ms T vie LS fueron obienivias tías roseteo cte Lis c’mélul¿is ittonitnucle¿,ies clv LS eumn bettí¿ítíc’s cte v¿m,uemo
ti¿itacluts ci)tt ueur¿tminicl¿is¿i > NHC> ¿it x’ entro de describe etí st sccciúit dc’ Níaterial y Nlétitilos I¿ts célttl¿ts íI~
itietmw ttt¿mrcavtas cott ¡Xc\1 anti—Ct)3 .¿mitti.tI’D4 ¿ittti—dD2. ¿mixiidD’S ti iiíiiIILX—DR se’’uiiclut vie t’tta <itcutb¿icimSti
cott lr¿tettíentos re~b’)2 cíe viti ¿títtic’cíerpo de esíbusí antilgC cíe ¿mitin cmtitpiuz¿ivlos von tlitotc’scvtitt¿i d<mttio coitttmlc’s
se utiliz¿tíon AcNit irrelevantes de anón del mismo isotipo El ¿titalísis se rea) izo ttteclí¿iule c’iiOitlc’tii¿m cíe iltilmí. itis
resumli¿tclmts se expresan como el porc’eut¿i¡e cíe célvilas posiii’as >±[)iLi p¿>txt v¿mvl¿m AvAl tras rest¿tr l¿i tlttmtiv’scv’tici¿i
cíe litudo obtenida cotí cl ¡Xc ciluiro ¡
¡Nsí. el 86±9.5%de las células E~ del LS y el 73.3±9.8de las células E~
cíe SP fueron CD3~; el 45.1±9%de las células E~ de LS y el 59.8±6.3%dc
las células E~ de SP fueron CD4~: el 44.?±13.7%de las células E~ de LS y el
92 +53%clelasc éiuias E+ cíe SP fueron CDS+: el 13 5+7 6<?: cíe las céluilas
E+ de LS y el 9.5+5 3% de las células E+ de SP expresaban CD?5, ¡iiientras
el 59.?±l?.9%de las células E~ de LS y el 10.8±5.4%de las células E~ de SP
expresaban HLA-DR en su superficie.
De estos resultados se desprenden dos conclusiones importantes. En
primer lugar. como ya ha sido descrito por algunos autores, la proporcien cíe
células CDS fue muy superior en LS cuando se comparó con la observada en
SP de los mismos pacientes (cociente CD4/CD8 1 .0?±0.6en LS y ‘ 7+1,1 en
SP. P=0,001). En segundo término, la alta expresión cíe CD69, un tííarcaclor de
activacin celular cíue aparece inmediatamente después cíe la activacion en la
Restiltacicis (5(5
superficie cíe las células T cíe LS. está en consonancia con la alta expresion cíe
antígenos cte activación tardíos como HL¡N—DR y contrasta co¡í la exístetícta
cíe una ex¡.~resión relativamente baja (le antígenos cíe activación prec’oc’es conio
CD?5.
3. Fenotipo de las células CD69~ presentes en el LS.
Para caracterizar mejor las células T CD69+ presentes en el LS cte los
pacientes con ¡NR, se obtuvieron células mononucleares cíe LS y, Iras su
separación mediante roseteo con hematíes cíe carnero tratados con
neuraminidasa. se analizó su fenotipo a través de un doble níarcaje co¡í CD69
y otros marcadores de superficie.
Como se muestra en la figura VI.4. tanto l¿ p~blacion CD69+
(83 6+19.6%) como la CD6’-Y (86.5±7%)eran mayoritariamente CD3+, Sití
eníbargo. se observaron diferencias significativas en la distribución cíe los
marcadores CD4 y CDS. De esta forma. las células C D69+ eratí
predominanteinente CD8~ (49.6±19.2%CD8~ frente a un 34.2±11.4%CD4~.
P<O. 03). mientras las células CD69 eran precloní i nante nie tite C D4±
(60.3±10.2%CD4~ frente a un 26.1±15%CD8~. P<0.000l ). El cociente
CD4/CD8 fue también significativamente menor en las células CD69±
(0.7±0.4)que en las CD69- (1.9±1.1.P<0.002).
Cuando se analizó la expresión cíe CD?5. también se encontraron
diferencias entre ambas poblaciones. siendo el II .5±6.6%cte las células
CD69±positivas para CD?5 en comparación con el 18.7±8.6<4de las células
CD69 (P<0.005). No hubo Jiinguna diferencia cii la expresión cíe FILA-DR
t=8?±14.i%en la población CD69~y 62.?±9%en la población CD6cF>,
De estos experimentos se puede concluir que la población CD69±está
constituida sobre todo por células CD3+ cítie expresaíí precloiiinanteiiíetíte.
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cíe tondo obietticl¿i con el ¡Xc control
actndíue no exclusivamente, el marcador CDS. Se observo íambién una tííavor
tetíclencia cíe estas células recientemente activadas a expresar en menor
proporción el marcador de activación CD?5.
4. Regulación de la expresión de CIV) en las células T de LS.
Como se ha comentado previamente, la molécula CD69 desaparece
i’ápiclaníente cte la superficie de las células T después cíe la activación ¡u í’¡un
con diferentes estímulos (aproximadamente en 48—72 horas). Sin embargo, la
expresión cíe CD69 en un alto porcentaje y con una alta IFNI en las células T
cíe LS cíe AR es bastante constante, lo cíue sugiere que estas células eslán
tD3 CD4 CDS CD25 lILA-DR
U CELIJLAS CDÓ9+ CELULAS CD69-
sometidas cíe forma persistente a estímulos ac ti vaciores cientro cíe la
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¿trtícu lación.
Con el objetivo de analizar los factores implicados en esta cxpreston
iiíantenicla de CD69 en el LS cíe la ¡NR. se purificarotí células 1 cíe LS y se
cultivaron durante 1 ?0 horas en solitario o níezcíaclas en una proporción 1/1
con células ¡ío 1 autólogas cíe LS. Esta población de células no 1 dc LS se
compone esencialmente de células B. monocitos/macrólagos. células
cietídríticas y células cíe la capa bordeante sinovial. Se analizó la expresión cíe
CD69 en las células T por citometría de flujo a las 18. 72 y 1 ?0 líoí’as del
cultivo. Como control se procesaron en paralelo LSP sin separar del ííiistíio
paciente que habían sido previamente estimulados con AcM anti-CD3 cluí’ante
18 horas para inducir la expresión de CD69 en superficie.
L¿t ex pí’esión níecli a (±DE)cíe CD69 a ias 1 8 hotas cje cuí ti yo fue cte uní
44.6±5.1%en las células 1 de LS. de un 46,6+4 7% en la mezcla de célutias T
y tío T cíe LS. y cíe un 63±8,2%en los LSP sin separar. Considerando como el
100% cíe la expresión cíe C069 la observada a las 18 horas de cultivo. tui
59.5±??.6% de las células 1 de SP. un 79 1±21.7%dc las células T
purificadas del LS cultivadas en solitario y un 71 .5±13.8%cíe las células T <so—
cutítívaclas con células no 1 continuaban expresando CD69 a las 72 horas
(d¡ ferencias no significativas, figura VI.5).
A las 1 ?O horas de cultivo, la expresión de CD69 fue sólo del 14±12.1%
en las células T de SP y del 38.4±19%en las células 1 dei LS cuiltivadas cii
solitario. Inc ntras las células 1 co—cuíti vacías con células no 1 ni antenían el
70.6±??.9% de la expresión basal de CD69 (P<0.006 y 0.004
respectivamente). Es decir, tanto las células 1 cíe LS cultivadas en solitario
como las células T de SP previamente activadas en presencia cíe células íio 1
cíe SP modularon la molécula CD69 de su superticie al cabo cíe IZO horas.
Este es uíí hecho esperable. ya cítie la molécula CD69 se tíioclu la cíe la
superficie celular en ausencia cíe un estímulo persistente. Sin embargo, las









Figura Vi .5. Mantenimiento (le la expresión de Ci)69 eít las células ‘1’ <leí líqiii<io iii<iti:uI (le artritis
,‘et,matm,ide. Las c’éluI¿is 1’ cíe LS fueron aislad¿is y c’ultiv¿ivias durante 2<) hor¿ís c’ít solit¿iiio tcu¿icií¿ivlos !sl¿tttciís
mm nte,eiami¿is en ííti¿í propitreidí> 1/1 eoti célcih¿ts ¿icitúlocas tu T cíe LS c(iculosu LSP de p¿icieutes cima At~ ticion
estimcti¿mvias viviraixte 15 horas con AcM anti—d?D3 <5<) tiglmt..> y ciltonces c’uiiivadas eít pirilelo tcít¿ícir¿ivimis
rtc’msicis > Se titiciro i¿m esptesio(i cte (7069 itícijiarire citmn,eím(¿i cte titího ¿m [¿is [2. 72 ~ 120 ltiii¿[5 c[c’[ vtiliiíri.
expiesiotl cíe d?D69 ¿m h¿¡s 2 ktr¿ts fue cnitsiderada como eh [<>1>0cíe expiesioti L¿í cxpiesiúií itteiii¿i che (3)69 ci>
e’e inottteitto era 4460 ett células t’ de .5, 4660 en i¿í iuer’.ci¿t cíe céhid¿ms Y un Y dc’ LS ~ 637 ca isr. lis
íe,saii¿idims tepiesetítan Ja media cJe 14 c’’q)eiitacntos represc’nt¿iuímos y se expresatt clima cl pimrcettt¿ilv’ ,uc’rt,mm it
13W> cíe tttmnienittiientim cte (7D69 cmítttpatacta cori la expresiotl a las h 5 itomis
expresión significativa cíe CD69 en su superficie a las 120 horas cíe cultivo.
Este hecho sugiere que un estímulo activador mechad a través cíe las células
no 1 cíe LS es. al menos en parte. el responsable del mantenimiento cíe tina
alta expresión cíe CD69 por parte cíe los linfocitos 1 del LS cíe pacicítes cotí
¡NR.
Para observar el efecto que suponía la adición cíe células no 1 cíe LS tío
va desde el principio del cultivo, sino varias horas después. se realizo el
siguiente experi ni ento. Por u ti lado. se Lii sí aro ti y cuí It i varo ti e ti sol it Lirio
células T de LS cíe pacientes con ¡NR dctrante IZO hoí’as. A uuía pat’te cíe estas
células se le añadieron células autólogas no 1 cíe LS en tina proporción 1/1 a
las 7? horas del cultivo. Se cultivaron en paralelo linfocitos cíe lidluidio sínov¡ai
‘72 horas
(LLS) sin separar como control.
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La expresión cíe CD69 a las 18 horas del cultivo eta cíe un 50% cii las
células 1 cíe LS y cíe un 54.9% en los LLS sin separar. Conio se observa cii la
figura VIÓ. la expresión cte CD69 en superficie disminuyó estableníente cii
las células T cultivadas en solitario, mientras cíue cuando los LLS futeron
cultivados sin separar o a las células T se añadieron célutías no T auitólogas a
las 72 horas del cultivo, la expresión cíe CD69 no sólo no clísmíííuvó a partir








2 horas ‘72 hutas 12<) horas
ligura \I.ó. La adición de células iii> t <je Iititiitt<i si¡to,iaI al cultivo (le <‘etnias t <l~ tiquiit<¡ srniiovíal iiiipide
la itisniiiiución (te la expresi(>n de CDÓ9. L¿ís células Y cte lS líierumrt ¿iisl¿rcí¿is s’ cviliiv¿ict¿is clui¿muie 12<) hmmí¿ts vír
cvr¿rdiadmms itemeros) mm me,.chadas ert una piopirrvimmit tít cmmtt célrd¿is ¿mmiiimlmme¿is ¡tmm 1 clv’ LS :rír¿ivl[cLts a Ir>
72 ltmmi¿rs tc’rr¿íclr¿ív[mts blancos t Se emiliiv¿itou ett p¿ir¿ilelmr [iixlimcitos de >ívjirúlim sií>imvh¿tl t LS isirt~v’
¡cmrctdmrst. la expresiimti cíe d’t)6m) [cre s¿rlorada medi¿inie ciimmttxetií¿m vie t tu¡mm a las 15 72 t 2t.i trmm¡¿ts vtvt vitfl~ mm.
lii expiesimin che d’D69 a l¿ts 12 <toras tite coitsider¿id¿i eotixmm el 1 <)<Ñ cte expiesiúu La cxpresimri ritc’vlia cíe ( t7)6’t
cít v’se írtmiiltertto era 5<)?? en c’éluI¿ís 7 cíe iS ~ 5490 ert [misLLS sin sc’pai¿it Lcr> tesrittactír> se expiesart criltimí yt
pmmivv’ttt¿ue cíe ttr¿tntenit,iiento cíe CDÓ9 comparada vimo l¿m expresiimtr ¿í l¿rs [2 lumias
Estos resultados indican cine la expresión mantenida cíe CD69 cii las
células T cíe LS depende cíe la presencia cíe células no 1 cíe LS. U tía
proporcion cíe 1/10 cíe células no T cíe LS fue capaz de mantener la expieston
cíe CD69 en células 1 cíe LS en los mismos niveles cíue una proporciótí 1/1
¡-iay c~ue destacar también cíue. en pacientes cotí una alta expresión basal cíe
CD69 en linlocitos T cíe SP ¡u vivo, la molécula era modulada cíe la superficie
celular ¡u rita’) aún en presencia cíe células no T autologas cíe SP. sugirieticlo
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díue se trata cíe un fenómeno específico de las células no 1 del LS (ciatos no
rííos trados ).
5. Mecanismo de mantenimiento de la expresión de CD69.
El mantenimiento y/o inducción cíe la expresión de CD69 en los
linfocitos T de LS podría depender de interacciones celulares directas o de la
proclutccícn cíe factores solubles por parte cíe las células no T. Para clarificar
los mecanismos involucrados en el mantenimiento de la expresión sostenida
cíe CD69 en la superficie de las células 1 del LS se diseñaron varios
experimentos.
En primer lugar se analizó la capacidad de cinco sobrenadaíítes de
cultivos celulares de células 1 y no 1 de LS de pacientes con ¡NR para
mantener la expresión de CD69 en cultivos de linfocitos T purificados de los





Figura y t.7. Fi nnintenhiflieitt() de la expresión de CD69 iio depende (te lactort±ssoltihíes. Se re¿m h i¡¿mii mit
ertltismms che lirtfocitos r ‘icirificactos de pacientes con AR ¿í los vicie se añactieroi, urs smhren¿ict¿uittes cje críhiivims cíe
itt Incites r > no Y cte LS que rnantetlian una alta expteshúit che d’D69 <en uu¿i proporción II [ ‘u[rimeit t La
expiesiúrt de CD69 <míe ‘<riorada otediatite ehtuti>etría cíe <hijo ¿í l¿ís [2, ‘72 y [20 tomas del ciiltism> leí expic’s[i’mi>
de 0D69 a Lis 12 horas cíe considerada curtun el [1)>)??che expies[mtt tos resmilt¿rv[os sc expresar> címírmír eh
18 horas ‘72 hcmí¿ms [2<) toras
pimic’etri¿iie cíe u,¿rnlenii>i[eitto cte CDÓ9 cnit>p¿miacíct con h¿m expresiútt ¿t las [2 himr¿rs
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sobrenaciantes procedían de cultivos en los que se mantenía una alta expresío¡í
cíe CD69. Se observó cíue al añadir estos sobreiiaciatttes no se tíianteííía iii se
ncrcmentaba la expresión de CD69 cii células 1 autólogas cíe LS en iíingutii
momento del cultivo (figura VI.?).
Se cultivaron entonces linfocitos 1 cíe LS cíe pacientes con ¡NR en
presencia dc células no 1 de LS autólogas sin modificar o previamente
tratadas con paraformaldehicio (PF). El PF evita la liberación cíe [‘actores
solubles por parte de las células pero permite las interacciones entre moléculas
expresadas en la superficie. Se analizó la expresióíí de CD69 en las células 1
pm citometría de tiujo a las 18 y 7? horas del cultivo. La expresión cíe CD69 a
las 18 horas fue considerada como el 100% cíe expresión.
La expresión media de CD69 a las 18 horas era de un 47.6% en células T
cíe LS. cíe un 41.4% en la mezcla de células 1 y no 1, cíe un 49% en la mezcla
de células T y no T PF y de un 41.1% en la mezcla de células T y no T PF o
tío. Como se muestra en la figtíra Vi .7, tanto las células no 1 cíe LS sin
modificar, las células no T previamente PF y una mezcla (1/1) cíe atibas eran
capaces cíe itiantener significativamente la expresión cíe CD69 (90.2%. 78% y
65.8% respectivamente) en las células 1 de LS a las 7? horas en coníparaciólí
con las células 1 cultivadas en solitario (14.87 ).
Paralelamente, se preincubaron por separado las células T y íío 1 de LS
con un AcM anti-CDiS (dirigido contra la cadena coníún [3?dc las integrinas)
con el objetivo cíe bloquear prácticamente todas las intcraccio¡íes celulares
directas. El resultado (figura VIS) fcíe una inhibicton significativa cíe la
expresión de CD69 a las 72 horas (12.1%) similar a la observada cuando las
células 1 cíe LS se cultivaron en solitario (la expresión cíe CD69 a las 18 horas
fue de un 42.6% en este grtípo de células).
En conjunto. estos resultados sugieí’en que el iííecanismo responsable cíe>
mantenimiento de la expresión de CD69 en las células 1 cíe LS está en
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F¡gura \t..S. la expresióit (te (iDó9 en células 1’ tic lu¡tíido sinovial depeitde (le uiíecanisnms de couílacto
directo cmiii células no ‘t’. L¿ís céimiltis ‘1 de [.5 icieron ¿íisl¿ícl¿.ms ~mc’ciltivaclas durante 72 tímmr¿is ert símhhitirímí
tcri¿mctrachos neerims> o irtezcíactas Cit tina propoicion [II c’mmn <ti> célíritís ¿rutútomeas no ‘File LS >tri¿iiremt[mms bktrtcims
ht céitrítis ¿iciiologas no T previamente tratadas con par¿ttotmaldehido tRW) <c’ii¿iclractos bl¿mrtcmst. ci ítír¿r itxe,ch¿i
de cctltihas ¿iriióht2as tu t’ paralorttt¿ilclehizadas o ito [cít’ccitums>Eít ¿i>gtmn<ms experirtktttos l¿is cc’[ctlas 1 s ttmm r cíC
LS ttienmn preirtecibadas por sepctradn con iírt AcM ¿inti—d?DI 5 ctmíí¿íníe [5 tiditimios ti 4 ‘U ¿trttes de ser ttie,vt¿id¿is
c’ít ritxt primporciittt tít >ttiúngulus nc’vrros>, Se ¿inahi,ú it, espreshímir cíe CD69 mecli¿iitte citomeirí¿i clv’ t[crjmi ti [tís It
~. 72 [tortis L¿i exprcsiótt de CD6~ ti tas [2 horas líe c’c)itsiv[erad¿i comO e[ >)> )Q cte expiesimSit La espiesiúit
mecii¿í cíe (DÚO en ese tuometito era 47.60. en célulasT cíe LS. 41.40 en [ti tuezela cíe célultís r ití, i’ 424 ~
[ti it>et’c<a cte célulcts T y ito ‘r BE, 41. jO eít la tiezeltí de célu[¿ís 1’ y ,tmm T PF mm tu. y 4’ 6<4 c’tt lis vv> [it ¿15
pretrítaclas con anO—UD 18 Los rescíltados se expresan curtio el pmic’eni¿íje cíe mtxtrittettimieitio míe (‘fl4i)
vvmttip¿irtíchti con [a expresicStt a itís 18 roías
6. Inducción de CD69 en los linfocitos T de SP.
Como se mostró en la figura VI.6. al añadir a las 72 horas células no 1
cíe LS a un cultivo cíe células 1 cíe LS no sólo se mantenía la expresió¡í cíe
CD69 sino c~ue se incrementaba. Para determinar si las células no T de LS
mdlían también inducir la expresión cte CD69 en células 1 dc SP de pacientes















Figura V t.9: Inducción de CDÓ9 en células T cte sangre periférica (le artritis reo nialoide por tas células ‘jo
‘1’ (le ihítíldo sinovial. Las céicritís T cíe SP lueron ¿misitictas s cultivttclas clímítmnte [2<) jtoi¿ms rtxezch¿ich¿ms ett ttri¿t
primpimrcii$u tít emmrt célultis icitúlitetís to T cíe SP <clicujo), células .itiiúioutis tu File lS tcrí¿rclíaclmms hj¿iiicmis i mm
célcíltís ¿irinihocas ítm~ ‘r cíe LS previtimenie írtit¿ídas cori p¿mi¿itornitilclehicio tcci¿tclradms ‘teitros 1 ti exjmiesómn cíe
UD69 [crestitorad¿i irtecliante citoitierrítí de licíjo a Lis 5. 72 “ 12>) hoitís del culiivii Los iesultacirms 5c’ exprestiit
cimttvm ej rrmiceirt¿mite mcviitm t±DE) cte expresión cíe UDÚ9
co¡í AR se realizaron varios experimentos cii los díuc céicílas T puri ficadas cíe
SP de ¡NR fueron cultivadas en solitario o en presencia de células no 1 de LS
autólogas sin modificar o previamente PF. Como se ve en la figura Vi.9. cotí
ninguna cíe estas tres combinaciones se cletectó la presencia de niveles
significativos de CD69.
7. Funcionalidad vía CD69 de los linfocitos T de LS.
La molécula CD69 está involucrada en la activacion celcílar 1. ya cítie se
pueden desencadenar respuestas proliferativas en estas células coíí AcM anti-
CD69 en presencia de activadores de la PKC a dosis submitogénicas. Dado
que CD69 se hiperexpresa en las células 1 de LS de ¡NR. la iííducción de
prolileración celular por esta vía podría cotístituir una forma cíe expatísion cíe
una determinada población T dentro del microambietite sinovial. Rtra
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iii ves tigar esta posibilidad estudiamos a continuación la capacidad cíe
proliferar por esta vía cíe los linfocitos de SP cíe ¡NR y controles y cíe 1.5 cíe
~\R.
Para ello los LSP y los LLS fueron cultivados y activados en triplicado
con diferentes combinaciones cíe forbol miristato acetato (PM A). 1 L—2
recombinante humana (rlL-2>. AcM anti-CDÓ9 IP l/SX. AcM ami CD2S o
¡NcM anti—CD3 durante 72 horas. La proliferación celular l’ue estimada como
la incorporación cíe timidina tri riada ( [3H1TcIR) citírante ¡ as 1 6 fi it i mas horas
del cultivo.
Proliferación sin coestímulo. COmO SC ninestra eií la flguíra VI. lOa. los
LLS de pacientes con AR no fueron capaces de proliferar cuando se
estimularon solamente con AcM anti-CD69 (501±326cpm). a pesar cíe cítie
esta molécula se encuentra presente en la suiperlície cíe uií grau ííúmero cíe
células 1. Como ya se había descrito, tanto los LSP de controles (375±157
cpm) como cíe AR (??4±l30 cpní) tampoco proliferaron con AcM atíti—CD69
SRI activación concomitante de la PKC.
Proliferación con activación dc la PKC. Sin embargo, aún cii
presencia de PMA la proliferación vía CD69 de los LLS de ¡NR fue delectuosa
(4099±2857cpm) cuando se comparó con los LSP de co¡ítroles (21 102±1911
<sm- P<0.000 1) y AR (20314±2005cpm. P<0.000 1. figura VI. 1 Ob). La
adición cíe IL—? recombinante humana a los linfocitos cultivados con PMA y
AcM anti—CD69 no corrigió completamente ííínguno cíe estos defectos 1 LSP
control: 26485+3604 cpm: LSP ¡NR: 21140±2674 cpní: y LLS ,-\R:
6843±3250cpm). sugiriendo que la baja secreción cíe esta linfoquitía no es la
única causa cíe la falta cíe respuesta proliferativa. La proliferación a u’avés cíe
la vía cte coestimulación CD28 en presencia de PMA también fue ciefectttosa
en los LLS (5810±1710cpm) en coníparación coíí los LSP cíe los Inisnios
pacientes (17595±3334cpm) o los LSP de controles (18947±2531cpní.
P=0.Cl>. lampoco cii este caso, la aciici ón cíe rl L—2 anuló o corrí gí o
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Firzura \ 1.10. Respuestas prolíferatívas de tus LSP de controles y L5P ‘ 11.~ (le tacientes con artt’itis
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parcialmente este defecto. Las diferencias obtenidas no se explican por uíía
expresion diferente cíe CD69 ó CD?8 Iras la estiníuiació¡í con 2 tíg/mL cíe
PMA ya que ésta fue similar en los tres grupos cuando se valoro mediante
citoíí~etría de flujo (datos no mostrados).
Proliferación con AcM anti-CD3. La proliltración de los LLS cíe ¡NR
también es defectuosa vía CD3 (figura VI. lOe) ¡5887±3110cpm en los LLS
cii comparación con 14331±3156cpm en los LSP de pacientes y 14400±361?
cpm en los LSP cíe controles (P=O.0001)1. y la adición cíe un coestímulo con
AcM anti-CD69 [5388±1456 cpm en los LLS en comparación con
13529±?13? cpm en los LSP de pacientes y 11534±1556cpm en los LSP de
controles (P=0.0001)] o anti CD?8 [4831±1 ?0 1 cpm en los LLS en
comparación con 15059±1074cpm en los LSP de pacientes y 15285±980cpm
en los LSP de controles (P=0.O001)] no corrige este defecto. De hecho, de
lorma constante íiero difícil cíe interpretar, la prolíleración inducida cotí AcM
anti—CD3 y anti CD69 (figura VI.9c) fue práctícametíte siempre menor que la
inducida con AcM anti-CD3 solo tanto en LSP de controles como de ¡NR. De
nuevo, la adición de IL—2 recombinante humana no corrigió este defecto.
Por lo tanto, y a pesar de la alta expresión basal, la niolécula CD69 no
parece estar involucrada en la mediación cíe señales prol i ferattvas en los
linfocitos 1 cíe LS cíe pacientes con ¡NR. La proiileracioii también ciclectuosa a
través de la vía de coestímulo CD2S sugiere que el deterioro del proceso cíe
activacion 1 en LS no puede ser atribuido a una única alteración funcional, y
díue los linfocitos T cíe LS presentatí por algún motivo una pm u ncla
iticapaciclací para responder a diferentes tipos cíe estímulos.
Un ciato relevante es cíue. aunque no se observaron diferencias entre los
LSP de pacientes y controles cuando se proliferaron en presencia de PMA y
AcM anti-CD69 o anti-CD28. los LSP de pacientes con ¡NR también
ii~ostraron una respuesta parcialmente defectuosa a Ja estimuílacíóíí cutanclo se
añadió nL-? (19503±1736cpm frente a 26485±21??cpm. P=0.05con PMA
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más AcM anti-CD69; 16999±1374cpm frente a 20961±1256cpm. P=0.05
con PMA más AcM anti-CD2S).
8. Expresión de CD25 tras estímulo vía CD69.
La proliferación inducida en células T Iras estimular vía CD69 depende
cíe la producción cíe IL—2 y de la expresión cte CD25 (cacleíía u del receptor cíe
IL—’) Por lo tanto estudiamos a continuación la expresión de CD~_~ tras
activar con dosis submitogénicas de PMA y AcM anti-CD69 en células T
purificadas cíe LS y SP cíe pacientes y controles. Para ello las células T ‘tieton
cultivadas durante 160 horas en presencta cíe mecho cíe cultivo. PMA <2
íg/mL) o PMA más AcM anti-CD69 (TP l /SX. 1 OLíg/mL). Los liííibcitos
fuíeroíí doblemente marcados con AcM anti—CD2S y anti-CD3. y su expresión
sc valoró íííecliante citometria cte flujo a ciifeí’entes moíííentos del cultivo (0.
18. 42. 66 y 160 horas).
Las células T no estimuladas de LS mostraron una expiesion basal
auíííentada cíe CD?5 en su superficie (21.2±12.3%)cuando se compararon con
los linfocitos T cíe SP cíe los controles (1.8+0 9%) o los pacieíítes con ¡NR
(4.8±3.3%)(figura VI. lía). Cuando las células se estiniularon con PMA. sólo
se observó un modulación de la molécula CD3 en superficie y u¡¡í aumento de
a expresión de CD25 en los tres grupos. sin díue existieran diferencias
significativas íí en el porcentaje ni en la IFM cii ningún momento del cultivo
<Figura VI.ilb).
El efecto de la estimulación con PM¡N más AcM anti-CD69 cii céjulas T
de SP de los controles fue una expresión prolongada y aumentada de CD?5 cii
su superficie. que alcanzó el máximo entre las 4? y las 66 horas del cultivo
tanto en porcentaje (92.5±5.5%)como en IFM (1.48±0.5). A partir de
entonces. - ~9rogresí~’a¡ííente peo aun sela expresion cíe CD25 disminuyó
mantenía una considerable expresión a las 160 horas (Figura Vi. lic) en
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Fi guraVI. III. Cinética de expresión de CDZ5 en los linfocitos ‘r (le sangre periférica ule t’oittroles Y los
linfocitos 1’ <le saitgre periférica y liquido sinovial ‘íe pacientes con artritis reuttiatoide vía (?t)69. iris
Jinloehios r xirific’ados cte SP de euntrolcs y SP y LS cte paciciries cmmít AR itíeron ctiliivttdns citirtinie 1 (mi) irimias
crt presencia vJe’XIFU siiJn <¿mt. PMA <2 ng/mL ti’) mm ‘NIA ntds AcM atttid’D69 iP 1 IS\ t t y t. las ccjril¿ms
[tiernoititiicadas con AcM mrtti—dD2S y antiUD3 y sir expresión jite ‘¿tiortída ttieciittitte ciiortietrr¿r de iJríkm en
cli lererttes itroirtentos del ctriti~n ><). 12. 42. 66 y 6<) jtcirast, Ltm FN1 cíe ¿rs céltíl¿rs pmisiti~as sc’ c>¿prv’str c’rr
toictades tiibitr¿irhas uti[izandotota escala tomearítínhea. Los esuitacius repiesc’ot¿io ti rtiedia de 4 c’xpc’rittrctttims fin
erirpo Ucí¿mv[r¿íctos hicincos = Linfocitos Y de SP cíe ccmntroles¿ Utitictiados teeros = i iittmncitus r tic’ stiitrc=
pci léii etí de pacientes con A R ¿ Ufren los Li o locitos T de LS de pticientes emmo ¡X R
paciemi~ con ¡NR mostraron una respuesta similar a la misma estimulacton
(81.7±19.4%y 1.46±0.6 de IFM a las 66 horas).
Sin embargo. los linfocitos T de LS dc AR no experimentaban esta
tespuesta aumentada y prolongada a la estimulación con PMA y AcM antí-
CD69. y la expresión de CD25 ftie similar a la encontrada tras activar sólo con
PM¡N (57.5±24.7%CD25~ y 1.15±0.3 dc IFM a las 66 horas. P<0.05 y
5 <)
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P<0.005 respectivamente en comparación con los linfocitos 1 de SP cíe
pacientes o controles respectivamente). Etí la figura VI. 1?. se iííuesít’a iii
eietíípio representativo de tilia tinción.
SP Control SP ¡NR LS ¡NR
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Ficura ‘1.12, lrxpresion (le ~iD25en controles y’ aririfis retiniatojíje tras acl ivación con A c,N 1 ti oH- d’1)49.
En est¿í ticura se niciestr¿¡ [a expresión de UD25 cci iinfnciios T cíe SP cte un sujeto coninmí sen tiirti~ciiiis r cíe Sp
y LS cíe rin p¿iciente cím,t AR tr¿ms ser sometidas ti dilerentes estiniutos ~ después cje 66 tintas cíe ¿mciis¿mciiirt Las
céJultis r ¿tiento tiisl¿ict~ms vcthtis icLís ‘iii estrmuh~íi. estírtruJ¿ívias dimí> PNiA mm PJi..—\ iritis AcM ¿mítii—(’D69.
Estos resultados indican que la proliferación defectuosa encontrada cii
los LLS cíe ¡NR podría explicarse al menos por una ciefectctosa inducción cíe
CD
2S tras el estímulo vía CD69. Este defecto no fue observado en células 1
cíe SP cíe ¡NR. sugiriendo que otro mecanismo podría ser el responsable cíe su
proli feración parcialmente anormal.
9. Producción de JL-2 tras estímulo vía CD69.
Finalmente investigamos si una producción clelectuosa cíe Ib? taiííbién
podría jugar un papel en el defecto funcional observado en céluilas 1 cíe LS de





de IL-? por parte de los linfocitos T de SP de controles y ¡NR y de LS de ¡NR.
uti lizancio los sobrenadantes a las 66 horas del experimento aíiterior. cli liii
bioensayo como la proliferación de la linea CTLL-~ que crece exclusivamente
en función de la IL-? disponible en el medio.
Como se observa en la figura VI. 13. los AcM anti-CD69 ¿íuíííentaj’oíí
apreciabiemente la producción de IL-? en las células 1 de SP de los controles
a las 66 horas (18.25±7UI/mL con PMA ¡uds AcM anti-CD69 frente a
5.75±3.5(JI/mL con PMA solo). Ni los linfocitos T cíe LS (1.5±1.2UI/mL
con PMA más AcM anti-C069 frente a 2.5±1.1UI/mL con PMA solo) ni los
de SP de pacientes con AR (8.95±0.8UI/mL con PMA más AcM anti-CD69
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respuesta a la estimulación vía CD69. Estos resultados indican que la
tiíicíonalídad defectuosa vía CD69 puede ser explicada por tinas clehcientes
expresión (le CD25 y producción de [L-2 en linfocitos T de LS cíe AR y una
anormal producción de IL—2 en linfocitos 1 cíe SP cte AR.
10 Proliferación de los linfocitos 1 dc LS CD69~ y CDÓ9L
CD69 se expresa transitoriamente en la superficie celular durante el
pr~ces~ normal de activación del linfocito T. Como ya se ha comentado, la
expresíon de CD69 es bastante constante en los linfocitos T de LS de
pacientes con AR y se mantiene por interacciones celulares directas entre los
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Figura VI.¡4. Pr(,Iileracitin (le los linfocitos T de líquido sinovial CD69+ ~‘CI)69—.Sc ohiuvicron linfoellos ¡
dc LS dc pacie ¡Mes con AR CD69-+- barras legras) y CDÚQ— barras grises) y se culloatito O 011:1 eotlecIltI:IeloIl
dc 2 x 1W eéluIasI200¡tt cn MIT. Las células fueron activadas po triplicado con diferentes cotnhin:iciones de
UNJA. AcM nti—CD3. anti—CDÓQ. y anti—CD2S. Sc cstin,Ó la proliferaelén eclu)ar entilo la eor¡iol:heioIl de
¡31—1 TdR ilumine las dIurnas 16 horas ole euh¡vo. Los resultados sc expresan entilo epm Y representan la tuteolio
eít tres <ti ¡ci os.
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Por lo tanto. CD69 puede ser considerado como el marcador cíe tina población
celular T recientemente activada que esta sometida en la sinovial a una
activación continua. Para analizar si las poblaciones cíe ccl tilas T del LS
CD69±y CD6W representan dos poblaciones funcionalmente distintas, se
realizaron los skuientes experimentos (Figura VI. 14).
Se obtuvieron células T purificadas cíe LS CDÓ9+ y CD69 mediante
selección positiva y negativa con bolas magnéticas respectivamente y fueron
activadas por triplicado con diferentes combinaciones cíe PN4A y AcM antí-
CD3. anti-CD69 y anti-CD2S.
Observamos que ambas poblaciones fueron incapaces cíe proliferar con
AcM anti-CDÓ9 sólo o en presencia de activación concomitante de la PKC
con PMA. Sin embargo, los linfocitos 1 CD6tY mostraron tina respuesta
[)l’oIiferativa significativamente mejor que las células T CD69±cuantío se
activaron vía CD2S en presencia concomitante cíe estímulos nieclíacios vía
CD? o PKC. Estos resultados indican que los linfocitos 1 cíe LS CDó9±y
CD6SY exhiben diferentes respuestas a través de diferentes vías cte coestímulo.
11. Proliferacién de los linfocitos T de LS tras cultivo.
Se ha demostrado que las células T sometidas a activación continua
entran en una [ase reversible cíe incapacidad paul responder a estímulos
(anergia). Esto ocurre en situaciones fisiológicas en las dlue existe tina alta
exposici6n a Ag. como por ejemplo en los linfocitos (le la lámina propia del
ntestí no. Los linfocitos T obtenidos cíe la lámina propia intestinal comparte n
dos características con los linfocitos T de LS de pacientes con AR: una alta
expresión cíe CD69 y una baja respuesta prol i ferativa ante diferentes
estímulos. También se ha demostrado que en algunas enfermedades, como por
ejemplo el LES, en las que los linfocitos están sometidos a un proceso cíe
activación continuo y producen bajas cantidades de IL-2. estas células son
capaces cíe aumentar su producción cíe IL—2 después cíe su ‘reposo’ en cultivo
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diurante varios días.
Para analizar si la respuesta proliferativa defectuosa observada tras a
activación a través de CD69 o CD2S en los linfocitos T de LS de pacientes
con AR puchera mejorar tras el reposo cíe estos linfocitos en ce 1 ti ve. los
linfocitos 1 dIc LS fueron mantenidos en cultivo durante 5 chas con o sin ¡Li
lO UI/mL) y luego se realizaron experimentos de proliferación similares a los
descritos previamente.
Ambos grupos de céiulas en reposo mostraron una mejoría en la
respuesta proliferativa globalmente cuando se activaron a través de la
molécula CD2S con activación concomitante con AcM anti-CD3 o PMA.
aulklue la mejoría fue significativamente mayor en el grupo precultivadlo coíi
nL—2 (fi”ura VI. 15). Sin embargo. el coestímulo a través cíe CD69 continuaba
al menos parcialmente defectuoso, sugiriendo que la recuperación dic la
funcionalidad en estas dos vías de coestímul() ocurre a un ritmo diferente. Los
LSP cíe pacientes con AR cultivados en las mismas condliciones no mostraron




Existe una abundante información sobre la exprcsion che diversos
marcadiores cte activación intermedios y tardíos en los linfocitos T cíe la AR.
así como cíe stí funcionalidací (analizada como la capacidad dc inducir
proli ¡eracron o la pr-oducci ón de anticuerpos por las cé lii las B ). Sin embarro.
se sabe poco acerca de los eventos más precoces de la activacióíi T en la AR.
cíe lo díue ocurren justo antes cíe su entrada en ciclo celular.
La expíesión dic CD69 (el marcador de activación 1 de aparición mas
precoz) en un alto porcentaje. con una alta ¡FM y cíe una forma constante en
los linfocitos 1 del LS de pacientes con AR <y>” 1)7), ha abierto la hipotes i s cíe
cíue este antígeno de activación celular ptíeda estar jugancho un paPel en la
patogenia de la inflamación crónica característica de la AR. En este trabajo
hemos estudiado la caracterización fenotípica dhe los linfocitos T CD69+ del
LS. la regulación de su expresión y la capacidad cte la molécula CDÓQ para
inducir señales proliferativas en estos linfocitos.
1. Estudio fenotípico.
El primer grtípo de experimentos fue realizado í=aracaracterizar la
población dic linfocitos T presentes en el LS cíe pacientes con AR cíue
expresan CD69. Como ya había sido publicado previamente »~. hemos
observado un aumento de la expresión dc CD69 en las células T dcl LS de
pacientes con AR en comparación con las células 1 dic SP de los mismos
pacientes. En muestras pareadas la expresión de C.D69 fue siempre
significativamente mayor en el LS cíue en la SP dhe los mismos pacientes. La
alta expresión cíe este marcador en e] microambiente si novia] implica una
cierta compartimentalización del fenómeno. chado que no se habían observado
previamente diferencias en cuanto a su expresión ni i ntensichach cíe
fluorescencia en células T cíe SP entre pacientes con AR y controles sanos
¡ <>~>. En nuestro trabajo, la distribución de otros marcadores cíe activación en
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los linfocitos 1 del LS y SP de los pacientes con AR fue similar a la descrita
en la literatura (87.9 995. 196)
Se han descrito diferencias en la expresión cíe otros marcadores cíe
activación en los linfocitos 1 de SP entre pacientes x controles 9 ~. La
ex presión cíe CD69 es sin embargo si ni i lar. Esta cli sparichach es chel9 ida
pí-obablemente a la cinética especial de CD69. Esta molécula chesaparece
rápidamente de la superficie celular después cíe algunas horas che la activacion
con diferentes estímulos. Ello lleva a concluir cíue los linfocitos T cíe los
pacientes con AR no están sujetos a un proceso che activación continua en SP
pero sí en el LS.
La alta expresión cíe CD69 en linfocitos T no es una situación exclusiva
(le la AR. Se ha descrito una situación similar en las células 1 obtenidas cíe los
oruanos diana che otras enfermedades inflamatorias humanas como la
escierosís multiple ~ la hepatitis viral croníca < ~ la enfermedad cíe
Grayes (1 ~ la sarcoidosis (2út>), eh miocarcíio cíe los corazolíes t ransp lantaclos
y en el líquido pericárdico che pacientes con derrame crónico por diversas
carcí iopatías (3D?, i nclic anclo citíe CD69 puede estar i mpl icaclo en los
mecanismos c~iie producen inflamacion crónica en diferentes patologías.
Pero no sólo se ha observado una alta expresión de CD69 cii los
linfocitos 1 en situaciones patológicas. De hecho. CDÓ9 se expresa también
en un buen numero cíe sittíacbones fisiológicas que tienen como comun
chenominador la alta exposición a Aiz. Se ha descrito la expresión constitutíva
cíe CD69 en los timocitos y en los linfocitos 1 cíe la lámina propia intestinal
t?03K cíe los pulmones dic sujetos normales [tímadiores x• no iumacloi-es ~ en
las células cíe Langherhans de la epidermis humana ¡ ~> y en la checiclua de
mujeres en los primeros meses de embarazo (9(>5) Como se comentaí-a mas
adelante, en muchas cíe estas situaciones patológicas y fisiolócicas. les
niocitos 1 comparten no sólo muchas características fenotípicas con 05
1 inlocitos T del LS cíe los pacientes coíí AR. sino también funcionales.
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Nosotros hemos observado que las células T CD69+ del LS eran
prechominantemente. aunque no exclusivamente. (iD3+¡CDS+. mientras que
las células CD69 mostraban un fenotipo CD3+/CD4+ en su mayoría. Este
fenotipo CDÓ9+/CD3+/CDS+ también predomina en el infiltíado celular de
las hepatitis virales crónicas <¡98) y en las biopsias cíe miocardio obtenidas (le
corazones humanos trasplantados durante el rechazo <2t>l ~• En ambos casos se
ha propuesto que estas células CDS+ están jugando un papel importante en la
patogenia che la enfermedad. De hecho, se ha descrito que la expresion cíe
CD69 es necesaria para el desarrollo de ciertas funciones electoras ~ las
células NK (Y>6}, pero el papel que pueda jugar en las células T CDÑ±
obtenidas cíe pacientes con AR u otras enfermechacles aun está por determinar.
También hemos observado que las células T CD69+ dcl LS eran también
predominantemente CD25 y HLA~DR+, lo que contrasta con la cinética cíe
aparición y modulación cíe estos antígenos tras la activación in í’km de las
células T normales cíe SP ~>. Tras la activación che linfocitos T normales vía
RcI/CD3. se produce la expresión y modulación secuencial y ordenada che un
eran numero de moléculas de superficie. En primer lugar aparecen los
antíizenos cíe activación inmediatos como CD69 A continuacion. y a medida
que los primeros van desapareciendo cíe la superficie celular, aparecen
anticenos intermedios como IL—9Ru (CD25) y CD7 1. Más tarde apal-ecen los
aíltíeenos cíe activación tardíos como HLA—DR. VLA— 1 y se produce el
cambio de la isoforma CD45RA a CD45RO.
La situación en LS che AR es chistinta. Coexiste la expresión che CD69 y
antieenos tardíos con nula o escasa cxpresion cíe antícenos che activación
n termedía. Di versos estudios han confirmado que en los liii foci tos 1
activados jo ¡itro muy pocas células co-expresan CD69 con [-¡LA-DR o VLA-
• Sin embargo. más de la mitad de los linfocitos 1 dcl LS son CDÓ9±¡ HLA-
DR+ ¡ CD25. y por lo tanto parecen haberse saltado la ordenada secuencía
que ha sido descrita más arriba (CD69. CD25. HLA-DR y Finalmente VL
1\-
1). De este modo, en la mayoría de las células T del lícíuiclo sinovial existen
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evidencias tanto cíe haber sido activadas tanto muy recientemente como va
anteriormente. Se desconoce ctíal es la siQnificaci~n patogénica cíe este estado
cli=acti vacion aparentemente paradlogico.
S¡n embargo. es interesante hacer notar en este sentido díue. como se ha
mencionado, las células T presentes en organos en los que están sometichas
fisioló2icamente a una alta exposición a Ag. como ocurre en la lámina propia
del intestino o en los obtenidos mediante lavado broncoalveolar cíe sUjetos
normales, muestran un fenotipo (CD69+. CD45RO+. CD251 CD7 Ii similar
a las de las células T del LS de AR <203.2(M)
Se ha asumido tradicionalmente que el estado cíe activación de los
linfocitos T del LS en la AR es chebido a la activación local mechada por un
Ag. Sin embargo. para que se produjera este estado cíe activación cii el cíue la
secuencía cíe aparición de antiVenos cíe activación en la superficie no es la
habitual, no todos los linfocitos pueden haber siclo activados al mismo) tiempo.
Existen dos posibles explicaciones. En primer lugar. podrían existir cli ferentes
subpohlaciones. cada una de las cuales expresaría diferentes antí2enos de
activación. Alternativamente. podrían existir otros mecanismos díue reeulai-an
al alza la expresión cte cheterminados marcadores cíe activación y cíue fueran
di [erentes a la activación clasíca mediante AQ.
Recientemente se ha descrito un modelo cíe míurac ion iii ¡¡tó cíe
nfoci tos 1 en vesículas cutáneas i nciucichas con el den vacío prote ¡ co
purificado cte la tuberctílina (PPD). Las céltílas T obtenidlas cíe estas vesículas
expresan HLA—DR y VLA— 1 ya a las 24 horas cte stí formación, mientras que
¡o ¡Uro los linfocitos T activados con PPD solamente expresan H LA—DR y
VL.A— ¡ una semana después che la activación, lo díue sugiere cíue a estas
vesículas mhzran de forma preferente células 1 pre~aetivachas (2<>?),
Además. se ha demostrado que las células memoria (CD45RO±)miszran
cíe forma muy eficiente a la membrana sinovial y otros sitios cíe inflamacion
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¡~ ‘<>~>. y que durante el proceso de migración las células T expresan CDÓ9.
y en menor medida HLA-DR (2<~7209, ¡ ~ Ello ocurre también chespués cíe la
adihesión cte estas células a células endoteliales nr ti//Y)
De este modo. el estado de activación paradójico cíe las células T dcl LS
che AR no ptíede explicarse solamente por una o varias activaciones ji¡ siUl.
sino cíue también pueden existir al menos otros dios mecanismos
<reclutamiento preferente de células pre—activacias x’ contacto con células
enchoteliales durante la migración) para explicarlo. Sin embar~zo. estos trabajos
no aclaran por dlué. tina vez dentro del mieroambiente sinovial, la expresión
de CD69 se mantendría más al]á del contacto con las células endoteliales. Es
decir, sería esperable dada la cinética de expresión de CDÓ9 cíuie esta molécula
chesapareciera de la superficie de los linfocitos T si en el LS no existieran otros
estímulos que hicieran cíue se expresara cíe forma continua.
2. Regulación de la expresión de CD69.
Por ello, también hemos estudiado los mecanismos c~ue regulan la
expresión aumentada cte CD69 en los linfocitos T cte LS de AR. Nuestros
íesultaclos demuestran que la presencia cíe células no T cíe LS es determinante
en el mantenimiento cíe esta expresión. como dluedia i ncl icaclo por los
experimentos en los díue. has células 1 cíe LS cultivadas en solitario modulaban
a la baja la expresión de CD69 al contrario cte lo díue sucedía en adluellas
cultivadas en presencia de células no 1 cíe] mismo LS. Además. cuando se
añachían a las 72 horas céldílas no 1 de LS a un ctíltivo cíe céldilas 1 en solitario
se inducía una recuperación de la expresión de CDÓ9.
El mantenimiento de CD69 depende además che ¡ nteracc iones
directas entre ambos tipos de células va que (a) las células no 1 cíe LS
lijadas con paraformaldehiclo. cítie no puechen producir factores solubles
(311) mantenían la expresión cte CD69 cíe la misma forma díue las células
1 no [ijadas: (b) los sobrenadantes cte cultivos de células 1 y no 1 cíe LS
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cte AR en los que se mantenía una alta expresión cíe CD69. fueron
ncapaces cíe mantener la expresión de CDÓ9: y (c ) tras el blocj ueo cíe
£ran parte cíe las interacciones celulares con AcM anti—CD 18. la
expresion de CD69 se inhibía de forma si sznificati va. La fracción diC
células no T cíe LS incluye células como monocitos—macrófa~zos. células
B. células dendríticas y células de la capa bordeante sinovial 22) que
cii fieren en scí fenotipo. capacidad para interaccionar con los 1 ¡ niocitos T
y su producción de citoquinas <III. 57. 63.213,24)
Si cl mantenimiento de la expresión cíe CD69 en la sinovial cíe AR
ciepenche de la presencia de algunos de estos subtipos de células no T es aLo
cíue aún queda por investigar. Igualmente queda por establecer si son
¡‘esponsables che este mantenimiento de CD69 mecanismos de achhesión Ae—
específicos o inespecíficos <215)~ Existen un aran número cíe moléculas en la
superficie cíe la célula T que. interaccionando con sus receptores en la CPA.
pueden desencadenar señales que activen ambas células y. eventualmente.
puedan ciar lugar a la expresión de CD69. Por ejemplo, la expresion cíe
diferentes moléculas de adhesión como LFA- 1. ICAM- 1. ICAM-9 hCAM-3.
VCAM- 1. VLA-4 y VLA-5 está aumentada en las células del microambiente
sinovial. Y se ha demostrado que moléculas inmovilizadas cíe ICAM-3
la activación vía CD3 la expresión de CD25 y CD69.síneruizan con en }‘ que
el mecanismo es a través de la interacción cíe ICAM—3 con tina integrina~i2.
probablemente LFA— 1. ya díue hos AcM anti-CD 18 inhiben completamente la
activación cíe las células 1 <2 í6>~ Además, los AcM anti— [CAM—3son capaces
cíe coestimular tanto linfocitos 1 activados como en reposo. mientras que los
AcM anti—ICAM— 1 sólo tienen actividad coestimuladora en los linlocitos T en
reposo. También se ha demostrado que en algunas enfermedades autoinmu lies
en las ciue existe una alta expresión local cíe CD69 en el óruano clíaíia. las
interacciones LFA-l/ICAM-l. LFA-l/ICAM-3 y VLA-4/VCAM 1 jucuan un
papel determinante <~t En nuestro sistema, el hecho cíe cíue la expresión cíe
CD69 se modulara a la baja en los cultivos de linfocitos 1 y no T del LS
pretratadlcs con AcM anti-CD 18 indica cíue las interacciones cíue finalmente
mantienen la expresión cíe CD69 están relacionadas con la interacción dic las
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cadenas j32 de las integrinas. probablemente LFA- h . con algunos dhe sus
iinnclos.
Se chesconoce cjué papel puede jugar la expresión de CD69 en los
linfocitos T. Sin embargo. a la luz cíe los ultimos conocimientos sobre la
l-cQulación hsíolo~íca cíe CD69 se pueden aventuraí- varías hipótesis. Lii
primer lu~zar. es interesante reseñar que los linfocitos T cíe SP cíe AR expresan
menos CD69 en sti superficie en respuesta a AcM anti—CD3 cíue los linfocitos
T cte SP cíe sujetos normales ¡ ~fl. Ehio implica cíue la hiperexpresión cíe CD6t)
en LS no es tina consecuencia de tina tendencia intrínseca cíe los linfocitos T
che SP a responder más vivamente a estímulos de activación. Por cl contrario
la respuesta defectuosa vía CD3 en SP podría cleberse a una falta de
acoplamiento entre el complejo Rcí/CD3 y los segundos íiwnsajeros. como
también su2lere el hecho de que los linfocitos T de SP de AR respondan Lual
cíue los normales cuando son activados vía PMA clue estimula directamente la
PKC <¡(>7>, Resulta interesante díue las células T cíe la lámina propia intestinal.
cíue muestran un fenotipo similar al cíe las células T cíe LS. tienen un aumento
reversible cíe Ja concentracion cíe Ca2~ intraci toplasniicn cj ue inipide la
cleuraclación del fosfaticlilinositol—4.5—difosfato y su activación completa vía
CD3 <2<>3> Se puede hipotetizar que los linfocitos T CD69+ de LS podrían
estar en una situación luncional similar y cine. cuando estas células no cistan
en contacto con las células no T en el LS o recirculan a SP, carecerían del
estimulo de activación adecuado para mantener la expresión cíe CD6O.
Consecuentemente. CD69 se modularía rápidamente che la superficie aundlue
se mantendría temporalmente un estado de ‘post—actívacion caí-acte-ízaclo por
la expresión de A~i cíe activación tardíos (92,¡<r ¡<>~ y una respuesta ciefecttíosa
vía CDS
En este trabajo no se han estudiado directamente los mecanismos díue
mechan la inducción de CD69 en células 1 cíe LS che AR. Se ha comentado
mas arriba que los lin[ocitos 1 sinoviales podrían ser linfocitos pre\’iailienle
activados. En este sentido, se ha diemostradid) c~ue las células T ‘íiíemoria’
(CD45RO+) migran de una forma preferente a los sitios cíe inflamación, entre
Dise LIS in 93
ellos a la membrana sinovial de AR <l44.<»~ y díue churante este proceso de
miuracion se induce la expresión (le CD69 en dichas células por su contacto
con las células endotehiales <=<r-2(N,2¡ 0k Inclependientemen te cíe los
mecanismos implicados en la migración y/o inducción de CD69 en células T
cíe pacientes con AR. nuestros resultados demuestran claramente que la
expresión de CD69 se mantiene en las células 1 cíe LS cíe AR por mecanismos
cíe contacto directo con células no 1 cíe LS. Esto puede reile jar que dentro cíe
la artículacion estas células reciben persistentemente señales de actí \aclou
(mechadas a través cíe moléculas cíe adhesión y/o mecanismos Ag especílicos>
que pueden tener importantes consecuencias bioquímicas y funcionales tanto
para las células T corno para las células no T.
Entre estas consecuencias se pueden mencionar tres específicamente: (a)
el papel de CD69 en la mediación de señales de proliferación ~ (b) el papel
cíe CD69 en el desarrollo cíe determinadas funciones efectoras en los linfocitos
1 u otras células del LS <2<>6.217} y (c) el papel cíe CD69 en la inducción cíe
ci toquinas pro-inflamatorias como factor cíe necrosis tumoral al fa JN FW e
iííterietiquina 1 beta (IL— 113) con un papel ya demostrado en la patouenía cte la
AR <IS7,2i8.2i9) La primera de estas posibilidades será comentada más abajo.
Vamos a centrarnos ahora en las otras dos,
Se ha estudiado el efecto de los AcM anti-CDÓ9 en la inchuccion cíe
actividad citohítica en diferentes tipos cíe células efectoras linfoides. y se ha
demostrado que son capaces che desencadenar dicha actividad citolitica en
células natural killer (NK) CDYCD 16+ cíe diferentes subtipos. clones de
célcilas NK CD3CD 16— que no respondían a otros estímulos ( incluyendo
AcM anti-CD 16. anti-CD2. o fitohemaulutinina) y clones cíe células T con
RcT y¿ de diferentes subtipos. pero no en clones de células T con RcT u13. Por
lo tanto, parece cíue CD69 puede iniciar una vía cte activación cíe diversas
[unciones citoliticas comunes a varios tipos de linfocitos citolíticos efectores.
con la importante excepción de las células citol íticas T con RcT—u13.
precisamente las más frecuentes dentro cíe los linfocitos T del LS en la AR
Discusión 94
<2(>6> Por lo tanto, y en lo que a los linfocitos T RcT u13±/CD3+respecta.
í9tírece poco probable que CD69 juegue un papel determinante en la activacion
cíe la Lincion citolítica.
Más interés tiene el papel de CD69 en la inducción cíe determinadas
ci toquinas pro—inflamatorias. Durante los últimos años se ha demostrado c¡ tic
la 1—113 y el INF—u, que son producidos principalmente por los monocitos
macrólasros. son los principales mediadores de la inflamacion \‘ la clcstruccioií
¡isuiar en la AR <22<>>, El efecto sinénrico de ambos mecliadoi-es lleva a la
producción cje metaloproteinasas en £zrancles cantidades por los concirocitos.
sínovíocítos y células óseas. Sc ha demostrado tanibién que el conmc¡o cíjíecto
cutre los linfocitos activados y los moíioci tos/niacrotauos es u no de los
principales factores que desencadena la producción de hL- 113 y TNF-u. Esta
activación está mediada por varias moléculas de superficie que sc expresan en
la superficie cTe los linfocitos activados, entre ellas CD6S) ¡ ~> y CDII. Y que
pueden ser bloqueados mediante AcM especíFicos <21521 ~>. Ello abre nuevas e
mportantes expectativas con implicaciones no solo patogénicas (el papel cíue
la expresión mantenida de CD69 en los linfocitos 1 del LS por contacto
directo con los linfocitos no 1 del mismo LS juega en el desarrollo y
mantenimiento cíe la enfermedad) sino también (le tratamiento.
3. Funcionalidad de la molécula CDÓ9.
La activación a través de la molécula CD69 es capaz de desencadenar la
proliferación de los linfocitos T normales solo en presencia cíe una activacion
concomitante cte la PKC (¡83>, La alta expresión cte CD69 podría inchicar cíue
los linfocitos 1 cíe LS cíe los pacientes con AR están recibiendo señales j17 tito
que podrían hacer que luego fueran capaces cíe responder iii íi<m al
entrecruzamiento de las moléculas de CD69 en superficie con AcM. Dicho de
otro modo, los linfocitos T cíe LS podrían haber recibido va una cíe las cl¡ >5
señales necesarias paí-a proliferar en este sistema <activación cíe la PKC) y
estar primados para proliferar en respuesta a la segunda señal (los AcM antí-
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CD69). Ello podría ser una vía de expansión de una determinada población en
el LS. Sin embargo. nuestros resultados demuestran que. a pesar cíe la alta
expresión de CD69. los linfocitos T cíe LS de pacientes con AR íío proliferan
en presencia de AcM anti-CD69 en solitario.
/\demás. tras la activación con AcM anti-CD69 y PMA (un activador cíe
la PKC). los linfocitos T del LS cte pacientes con AR tuvieron una respuesta
proliferativa sisznificativamente menor cíue las muestras pai-eacias de SP cíe los
mismos pacientes o cíe controles sanos. Ello chemuestra que CD69 es una vía
de activación defectuosa en los linfocitos 1 de LS de pacientes con AR.
El estado en que se encuentran estos linfocitos T del LS se asemeja a la
alteración funcional observada en los linfocitos T cíe la lámina propia
intestinal. donde existe también una alta expresión in vivo cíe CD69 pero al
mismo tiempo los linfocitos tienen unas pobres respuestas proliferativas ante
diferentes activadores y mitó~zenos (221> Sin embanzo. difiere marcadamente
che los tímocítos que expresan constittítivamente CD69 y íío íiml i feran en
presencia de AcM anti—CD69 solo. pero tienen una respuesta proliferativa
normal si existe una activación concomitante de la PKC ~
Hemos observado también que los linfocitos T cíe LS de pacientes con
AR tienen unas respuestas proliferativas anormales tras la activac¡ón a tra\es
ch¡i complejo CD3 y cíe la vía de coestímulacion CD28. en este caso anto en
presencia de AcM anti-CD3 como de PMA. Un hecho cíue merece un
comentario aparte es que la proliferación inducida con AcM anti—CDS y anti—
CD69 fuera siempre menor que la inducida con AcM anti-CD3 solo. Ambas
vías che activación suponen un aumento cíe la [Ca2~licy puede ocurrir que el
aumento inducido por los AcM anti-CD3 sea por sí mismo suficieííte. cíe
¡í~odo cíue un aumento subsiguiente en la [Ca2~1 desencadene una señal
¡íe~atíva en el interior cíe la célula (20$ Se ha descrito que la activación con
AcM anti—CD5 tienen también un efecto inhibitorio sobre la proliferacion de
los linfocitos T cíe LS cíe pacientes con AR <22)• y esta molécula también
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¡nchuce tin aumento de la [Ca2]~12.
Independientemente de esto, parece como si nin2~n estímulo Itiera capaz
cíe chesencadenar una proliferación normal en los linfocitos T del LS cíe
pacientes con AR. Nuestros resultados, así como los observados por oti-os
grupos utilizando cli ferentes estímulos (99$ implican díue estas células se
encuentran en un estado de anergía profunda en el cual. diferentes estímulos
díue son mediados a través cíe distintas señales transmembrana y mecanismos
bioquímicos intracelulares, son kualmente ineficaces para desencadenar la
proliferación celular.
Al igual ciue ocurre con otros receptores transmisores cíe señales
transmembrana. la capacidad cíe CD69 para i ncl uc ¡ r una respuesta
proliferativa. depende finalmente cíe la inducción cTe II -‘Ra (CD’5~ y cíe la
prodluccion cte IL-? <~ ~<>¡,Nosotros analizamos la exprcsion che CD25 en los
linfocitos T de pacientes con AR tras la activación con PNIA y /\cM antí-
CD69. y nuestros resultados demuestran que estas células responden al
estímulo con una expresión de CD25 más baja que las células T de SP de
pac iei1tes y controles, tanto en porcentaje como en nten siciací cíe
fluorescencia. Este resultado está en consonancia con la incapacidad cíe la nL-
‘ exógena para revertir el defecto cte prolíleración en los linfocitos 1 dcl LS.
Como se ha observado también con otros estímulos cíe activación ¡ ¡¡>234 ‘~S¡
los linfocitos T del LS cíe los pacientes con AR íio aumentaron su p¡-oclucció¡í
cíe 1 L— 2. el otro evento necesario p~íra su pro h i ferac ion, e Ii resp tic st a a la
activación vía CD69.
Los linfocitos T del LS son fenotipicamente heterogéneos, expresan
marcadores de activación tempranos y tardíos ~ y aproximadamente un 60<4
expresan CD69 <í¡>7), Para analizar si las poblaciones de células T CD69+ y
CD69 representan dos grupos celulares fti ncionalínente cii sti n tos,
examinamos su capacidad de proliferar en íespuesta a distintos estímulos, Los
linfocitos T cíe LS CD69+ y CD6CY fueron incapaces cíe proliferar tanto con
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activación directa del complejo RcT-CD3 con AcM anti-CD3 como a la
coestimu [ación vía CD69 en presencia de PNIA o Ac Ni anti-CD3, Sin
cmbarg o. la respuesta proliferativa a la activación a través cíe la vía cLe
coestímuio CD28 fue significativamente mayor en los linfocitos 1 CD69 del
LS. especialmente si existía cm estímulo concomitante sobre la PKC cori
PMA. Este resultado demuestra que las células T CD69 y CD69±tienen
diferentes respuestas a través de vías cte coestimulo altcrnativas Las células T
CD69+ tienen un marcado defecto tanto en la activación a través de CD69
como cíe CD28, mientras que has células 1 CD69- muestran una respuesta
parcial pero consistente a través de CD2S. Dado que la expresión mantenida
de CD69 es una consecuencia directa de la interacción entre las células T y no
1 del LS. esta interacción podría ser la responsable cíe la induccion v/o el
mantenimiento de un estado profundo de anergia en la población celular 1
<‘“6_>17> Si la población de células T CD69±y CDÓY representan dos
subgrupos celulares diferentes en su sensí biliclací y/o especificidad a las
señales mediadas por las células no T presentes en el lícíuicho sinovial es aleo
que tochavía desconocemos. Sin embargo. cuando se aíslan células T che LS
CD69 y se les somete a diferentes estímulos in vitro (PMA o AcM antí-
CD3). estas células CD6W expresan CD69 en su superficie de una manera
ííormal. suciriendo que representan simplemente la misma población eíi dos
situaciones funcionales distintas.
Como ha quedado demostrado, las células T del LS mantenidas en
cultivo durante varios días sin la presencia cTe células no T (leí mismo LS.
modulan su expresión cte CD69 < 107} Para avanzar en el conocimiento cíe la
fujíci onali ciad de los linfocitos 1 del LS. analizamos la respuesta prol i leratí va
de estos linfocitos sin separar antes y después dic su ‘reposo’ en cultivo
durante 5 chas. Nuestros resultados indican díue los linfocitos 1 cíe LS tras el
reposo muestran tan solo una mejoría marginal en respuesta a la estimulación
vía CD69. Sin embargo. la respuesta proliferativa a través che la molécula
CD2S aumentó cte [orma si Linificativa. especialmente si se a ñ achía
simultáneamente rIL—2. Se ha descrito una recuperación similar en los
linfocitos T de pacientes con LES <228> y en las células 1 obtenidas cíe la
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lámina propia del intestino <203), sugiriendo que puede haber mecanismos
biodíilímicos comunes en el desarrollo cíe aiieruia en los linfocitos T en
diferentes situaciones fisiológicas y patologicas cíuie tienen como clenomí naclor
comun el hecho cíe que las células T reciban señales de activacióíi cíe forma
con ti n tia.
En conjunto. estos datos sobre la [uncionaliclací cíe los linfocitos 1 del LS
de pacientes con AR sugieren cíue estas células presentan un estado cíe anercía
profundo pero reversible, y que sus interacciones directas con las células no T
del LS podrían tener importancia al menos en el mantenimiento cíe este
cletej-ioro funcional < <>7t Lina observación interesante es la respuesta diferente
que se observó a través de las vías de coestímulo CD2S y CD6Q en los
linfocitos T CD69— y en los linfocitos T tras el reposo. Las moléculas CDÓQ y
CD28 difieren en los mecanismos intracelulares cíe transciucción de la señal
que finalmente inducen la producción de IL-2 y la expresión de IL—2Rcc
Mientras que CD69 actúa en concierto con la activación vía RcT/CDS.
produce un aumento cíe la [Ca2~]¡12y es sensible a la acción de la ciclosporína
A <““9 ‘30), el entrecruzamiento de las moléculas de CD28 produce la
fosforilación cíe residuos de tirosina. ciesencadena señales tanto calcio-
ciepenchientes como calcio-independientes y es resistente a la acción cte la
ciclosporina A <231), Las señales sieneradas a través de CD69 participan en el
control cíe la expresión cíe 1 cen die la IL—? a iii ve 1 transcripcional ( ac tu a u cío
probablemente a través de los factores cíe transcripción NFAI y AP- 1)
mientras que el CD2S aumenta la transcripción cíe IL—
9 induciendo al nienos
otro factor cte transcripcion adicional específico (CD28RC) pero también
estabilizando específicamente su ARNm <
Se podría hipotetizar cíue las células T del LS cíue expresan níar-caclores
de activacion más recientes (las células T CD69+) tendrían un deterioro mas
profuncio tanto en los niveles transcripcionales como postranscripcionales
comunes a las vías de activación CD69 y’ CDZ8. Por el contrario, aquellas
células que son más resistentes y/o tienen una recuperación más rápida a la
estimulación sostenida (las células 1 CD6W o las células 1 en reposo) habrían
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restaurado parcialmente una parte de los mecanismos cíe transmision (le la
señal intracelulares, principalmente aciucílos dependientes cíe CDS.
Pueden existir varios motivos que expliquen este estado cíe anercía en las
células 1. En primer lugar. la recepción continua cíe señales cíe activación in
vivo cíen tro de la articulacion puede tener importantes consecuencia
i9iodiuímicas y ftíncionales tanto para las células 1 como no T <2>3> Sc ha
ciemostracho cíue las células T activadas repetidamente a través ciel complejo
RcT/CD3 entran en un estado de anercia reversible pero de larga duracion.
este estado podría estar cansado por la modulación cíe diferentes moléculas cíe
superficie y/o la cieplección cíe los segundos mensajeros intracelulares 232)
Las interacciones entre diversas moléculas cíe superficie y sus liganclos.
incluyendo las moléculas CD69 y CD28 28. pueden jugar un papel en la
generación de señales al interior de las células que hipotéticamente pudieran
inducir este estado de anergia en los linfocitos 1. Verwilghen \T cols, han
demostrado recientemente que un 30% cíe los linfocitos T cíe la membrana
sinovial de pacientes con AR expresan la molécula B7. el ligando de CD2S.
Además, estas células eran mucho más potentes como estimulaclojas en un
cultivo mixto cíe linfocitos alogénico primario que las células cíe SP. lo díue
inchica que este BY es funcional y que las propias células T pueden servir
como CPA y deac tivar la vía del CD2LS cíe forma autocrina 233 En
condiciones normales, solamente las células T díue son actí vacías
¡-epeticlamente son capaces cíe expresar B7 “~4), lo que che nuevo indica el alto
grado cíe activación cíe estas células ni tiro.
En segundo lugar. se ha demostrado que la exposición ji) í’jtí-o cronica al
factor cíe necrosis tu moral al fa ( IN F~ ). LI n a ci tocj u i n a pro— ¡ n 11am ato ri a
presente de forma abundante en el LS de la AL modifica la funcionalidad cíe
los liíifocitos activados <235), Por el contrario, el pretratamiento durante un
largo periodo jo ¡‘¡ti-o con AcM anti—INF neutralizante aumenta las respuestas
pi-oliferativas, aumenta la producción cíe linfoquinas y la producción cíe IL-
2Ru tras la activación con anti-CD3 <236),
roiseLsión 1 Ok)
Fi nalinente, otro factor importante en la ínodli ficación cíe la
luncionaliclací cíe los linfocitos T activados pueden ser varios productos cíe los
monocitos activados como la prostaglanclina E1 (PCE1) <237) o los productos
hiologicos de la <238)poliamina oxidasa díue disminuyen la procli~ícción cíe IL-
2. En este sentido. Flescher y cois. han demostrado cíuc la inhibición cíe la
producción cte poliaminas aumenta la producción cíe [L—2por las células
mononuclení-es de LS cíe pacientes con AR <239>,
El estacio funcional anormal cte los linfocitos T del LS de la AR no
implica que estas células sean “inocentes” en la patogenia dc la AR. De hecho.
estos linfocitos 1 cíe LS “anérizícos” son capaces cíe ciesarrol lar i mpo¡-tan tes
funciones como ayudar a las células B a cli [erenciar y secretar
inmunoglobuhinas (24<>) e inducen la expresión cíe CD”? en lis céltilas 13 cíe
tina manera muy eficiente (¡56), Aunque se desconoce si CDÓ9 tiene un
contra—receptor. sí es secretado al medio como ocurre con otras moléculas
funcional y estructuralmente afines, así como las consecuencias tu ncionales














~¡ gura VII. 1. Modelo hipotético de m¡gración y activación transendotelial de los
linfocitos 1 en la AR.
Discusión lo’
de su expresión, a la luz de lo discutido aquí se puede avanzar un modelo
hipotético de expresión, regulación y función de la molécula en la AR.
Los linfocitos T circularían en SP de los pacientes con AR en un estado
de pre-activación o post-activación [figura VII. 1, (1)]. es decir serían células
que ya han tenido un primer encuentro con un Ag hipotético y que expresarían
marcadores de activación tardíos como CD45RO y VLA- 1. Además, estos
linfocitos 1 expresarían LFA-l en su forma activada junto con otras moléculas
de adhesión. Los linfocitos pre-activados migrarían de forma preferente a las
articulaciones inflamadas [figura VII.l, (2)], y en el proceso de migración
transendotelial y por efecto de interacciones directas entre las moléculas de











Figura VII.2. Modelo de mantenimiento de la expresión de CD69 en los linfocitos T del LS
y su recirculación a sangre periférica
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Nos encontraríamos entonces con unos linfocitos T en el microambiente
sinovial que muestran el fenotipo característico CD3+/CD69±/CD25-
/CD45RO+/HLA~DR+/VLA~ 1 + además del resto cíe moléculas de acíhesion
(LFA-l activado. LFA-3. ICAM-l. VLA-4. VLA-5) [figura V 11.2, (1)!. Una
vez en el LS. este estado de activación se mantendría mediante el contacto
directo con otras células no 1 presentes (monocito/macrófasios. células
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Figura Vila. Modelo de interacción entre los linfocitos T y las células no T del LS y
posibles implicaciones patogénicas de CIPOS.
células que por algún motivo tuvieran una mayor resistencia a la actívacion
por esta vía o no estuvieran en contacto con las células no T. modularían de la
superficie el CD69 [figura VII.?. (3)]. Parte de las células del LS recircularían




expresan CD69 basalmente y circularían en un estacho de post-activación
caracterizado por una incapacidad parcial para resl9ondler a determinados
estímulos [figura VII.?. (4)1. Estas mismas células pueden ser capaces de
alcanzar cTe nuevo tina articulación inflamada e iniciar el ~
Por último, los linfocitos T del LS con una expresion sostenida cíe CDÓQ
nteraccionarían con otras células en el microambiente sinovial induciendo p~
un lado la actividad citolítica en células NK y células 1 con RcT-y6 ¡ Figura
VHS. (1)1. y por otro la producción cíe citoquinas pro—inflamatorias como IL.-
113 ~ TNF-u por parte de los monocitos y macrófagos [figura VJI.3. (2)1. las
cual es. junto con otras funciones aún por determinar, contribuirían
decisivamente a la inflamación crónica característica cíe la enfermedad.
Finalmente, las CPA inhibirían funcionalmente a los linfocitos T del LS a
través de la producción de TNF-a, poliaminas u otros mecanismos [figura
V[I.3. (3)]. De esta forma se perpetuaría este estado “raro” de activación en
las células 1 del LS cte modo que. si bien son incapaces cíe proliferar
normalmente, sí cíue (lesarrollan otras funciones igualmente importantes.
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VIII. CONCLUSIONES
CD69 es un marcador de activación precoz cíue se expresa en un alto
porcentaje de los linfocitos 1 del LS cíe los pacienes con AR.
2. La alta expresión de CD69 en los linfocitos 1 de LS de los pacieíites
con AR está en consonancia con la alta expresión de HLA-DR. pero contrasta
con la relativamente baja expresión cíe CD?5. indicando cíue estos linfocitos
muestran signos de activación tanto pasada como muy reciente
3. Los linfocitos T CD69+ de LS de los pacientes con AR son en su
mayoría CDS+, CD25 y HLA~DR±.mientras que los linfocitos T CD69 son
en su mayoría CD4~. CD25 y HLA-DR~. La expresión de CD25 es
relativamente menor en los linfocitos T CD69±cíue en los CD69.
4. La expresión de CD69 se mantiene en los linfocitos T del LS en
presencia de la fracción de células no 1 deI mismo LS.
5. El mecanismo íior el que las células no T del LS mantienen la
expresión cíe CDÚ9 en las células 1 es el contacto directo célula-célula.
6. La adición de células no T a un cultivo cíe linfocitos T cte LS es capaz
de mantener la expresión de CD69 en estos linfocitos. Las células no 1 dcl LS
son incapaces de inducir CD69 en los linfocitos 1 de SP.
7. Los linfocitos de líquido sinovial (le pacientes con AR prolileran
menos que los linfocitos de SP cíe pacientes o controles a través cíe la vía de
coestimulo CD69 aún en presencia de activación concomitante de la PKC.
8. Esta incapacidad para proliferar a través de CD69 está en relación con
COL)C ¡LIS 01)C [05
una menor expresión de CD25 y una menor producción cte lL-~ ctiinclo los
linfocitos T de LS son activados con AcN’1 anti-CD69 y PNIA.
9 La menor respuesta proliferativa también a través de CD3 u otras \Y¡fl5
cíe coestimulo como CD2S demuestra que los linfocitos cíe lícíuidlo sinovial
están en un estado cte anergia o hiporrespuesta frente a diferentes estímulos.
lO. Los linfocitos 1 CD69+ y CD6< difieren en su respuesta
proliferativa a través de vías de coestímulo como CD2S.
II. El estado de anergia de los linfocitos 1 (le LS es reversible después
cíe su cultivo en solitario durante 5 chías con o sin nL—?. La recuperación cíe la
íespuesta proliferativa es distinta a través cíe las vías cíe coestímulo CD6O y
CD2S: mientras después de 5 días de cultivo la recuperación de la ¡espuesla
proliferativa a través de CD2S es bastante completa. la proliferación a ¡naves
de CD69 sigue sic nclo muy marginal.
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